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Le probleme de l’action des antibiotiques sur la sensibilisation 
allergique a donné lieu a des travaux récents, mais les opinions 
ne paraissent pas encore bien fixées. 

Nous retiendrons seulement, en ce qui concerne l'activité de 
la streptomycine, le protocole trés documenté de Canetti [4] qui 
montre que, chez les cobayes infectés par voie intramusculaire 
et traités a partir du vingt et uniéme jour quotidiennement par 
8 mg de streptomycine pendant soixante-dix jours, lallergie 
recherchée a des dates différentes est trés généralement fortement 
affaiblie. D’autre part, injectant 4 des cobayes des B. K. morts 
et enrobés dans de Il’huile de paraffine, on constate chez ces 
animaux dés le trentiéme jour une allergie trés marquée. Ces 
cobayes recoivent alors a partir du cinquantiéme jour un traite- 
ment streptomyciné a la dose de 8 mg pendant quatre-vingt-trois 
jours. La sensibilisation allergique est recherchée pendant le 
traitement et méme trente jours aprés, on observe son affaiblis- 
sement trés marqué.'L’auteur conclut a l’action de cet antibiotique 


(*) Société de Microbiologie, séance du 4 juin 1953. 
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sur les phénoménes allergiques en général; il pense méme que 
cette thérapeutique peut avoir un effet sur les phénoménes péri- 
focaux et sur les signes généraux en cours de traitement. H 
insiste donc sur le réle désensibilisant du produit. 

Par ailleurs, un article récent de Djourichitch et coll. [2] étudic 
le méme probléme en utilisant ’I. N. H. Nous ne pouvons entrer 
dans le détail des protocoles. Les auteurs inoculent par voie sous- 
cutanée des cobayes avec 0,1 mg de B. K. virulents et les traitent 
Ala dose de 8 a 12 mg d’I. N. H. par kilogramme. Les animaux 
ainsi trailés pendant les deux, quatre ou huit premiéres semaines 
apres l’infection présentent une réaction tuberculinique positive 
lorsque la thérapeutique est suspendue depuis sept a vingt-huit 
jours ; par contre, s’ils sont traités pendant toute la durée de 
lexpérience, la réaction tuberculinique demeure toujours négative. 

Récemment Gernez-Rieux [3] a publié une étude expérimentale 
sur l’action de l’J. N. H. Il inocule des cobayes avec 5 souches 
différentes de bacilles tuberculeux injectés par voie intradermique 
sur le méme animal en 5 points distincts a la dose de 0,2 cm* 
dune dilution & 10—1 dune culture de vingt et un jours sur 
milieu de Dubos liquide. Dés le lendemain les animaux recoivent 
de l’I. N. H. 4 raison de 380 mg par kilogramme de poids et 
pour un autre lot a raison de 70 mg par kilogramme. Cette 
thérapeutique est poursuivie pendant trente-deux jours. Chez les 
animaux ainsi soignés il ne se forme pas d’abcés. Deux jours aprés 
Varrét du traitement 4 30 mg par kilogramme, les animaux sont 
sacrifiés : ils n’ont aucune lésion cutanée, présentent des adéno- 
pathies généralisées minimes et discrétes sans atteinte viscérale. 
Chez ces cobayes, lallergie testée au dix-huitiéme jour par 
injection intradermique fournit une réaction plus faible que chez 
les témoins. L’auteur observe que les bacilles tuberculeux isolés 
des ganglions chez de tels animaux présentent une augmentation 
considérable de leur résistance 4 cette substance bactériostatique. 

D’autre part, pour les cobayes traités pendant le méme temps 
(trente-deux jours), mais a raison de 70 mg par kilogramme, 
Gernez signale qu’au quatre-vingt-huitiéme jour l’allergie est trés 
intense, bien que les animaux ne présentent aucune manifestation 
locale et offrent un bon état général; ils étaient encore vivants 
au cent vingt-troisiéme jour. 

Personnellement, nous avons voulu nous rendre compte de 
Vaction des antibiotiques et aujourd’hui nous rapportons nos 
résultats avee VI. N. H. sur les phénoménes de sensibilisation 
tuberculinique. Par ailleurs, nous avons étudié le comportement 
de ces animaux vis-a-vis des inoculations secondes pratiquées 
soit avec des B. K. vivants, soit avec des B. K. morts injectés 
par voile intradermique. Les résultats obtenus, comme nos proto- 
coles le montrent, sont différents de ceux des auteurs cités pour 
des raisons qui, sans doute, pourront étre dégagées. 
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I. —- ErupE DES COBAYES INOCULES PAR VOIE INTRADERMIOUE 
ET TRAITES AUSSITOT APRES. 


Des cobayes sont inoculés avec 1/10 de milligramme de bacilles 
de Koch virulents (souche Dupray S) et sont traités dés le lende- 
main de Vinoculation, pendant quarente-sept jours, quotidienne- 
ment par l’I. N. H. administré par vole sous-cutanée A la dose 
de 15 mg par kilogramme. Ces animaux ne présentent aucune 
lésion cutanée apparente et on n’observe aucune adénopathie 
homologue. 

Le controle autopsique pratiqué au trenti¢me jour ne permet 
de déceler aucune lésion viscérale, mais un ganglion de la région 
tributaire du point inoculé ayant été cultivé sur Lowenstein a 
donné une colonie unique de B.K. devenus particuli¢rement 
résistants 4 VI. N. H. La souche initiale offrait une résistance 
inférieure a 0,1 wg, le germe ganglionnaire résiste A plus de 
25 ug. TL’ensemencement de la rate est demeuré stérile. 

Ces animaux n’en ont pas moins acquis au dix-huiti¢éme jour 
(le traitement étant poursuivi jusqu’au quarante-septiéme jour) 
une allergie tuberculinique trés nette. Une seconde exploration 
ala tuberculine effectuée le quarante-huiti¢éme jour de l’infection 
donne un résultat trés positif avec escarre, réaction plus accusée 
qu’a lV’exploration du dix-huitiéme jour. 

Enfin, au cinquante et uniéme jour, un apport nouveau de B. k. 
est effectué par vole intradermique parallélement avec des germes 
morts ou vivants : avec des bacilles morts, une réaction est consti- 
tuée en deux ou trois jours, papuleuse, ecchymotique ou légére- 
ment ulcérée, se cicatrisant totalement en une quinzaine de jours 
et ne s’accompagnant pas d’adénopathie ou seulement d’un petit 
ganglion discret et fugace. 

Tout au contraire, l’injection intradermique de B. K. vivants, 
apres avoir produit une réaction hative 4 type tuberculinique et 
a caractére ecchymotique, aboutit & une ulcération qui creuse, 
dont les bords se décollent et qui offre tout aspect d’un chancre 
tuberculeux. Cette lésion s’accompagne d’une adénopathie homo- 
logue, précoce et considérable, mais elle aboutit cependant a la 
fermeture totale en trois mois. Ainsi, chez ces cobayes traités 
dés le début de leur infection, on ne peut réaliser un phénomene 
de Koch sous sa forme typique. Si, en effet, les animaux ont bien 
fermé leur lésion de surinfection, ce n’est que trés tardivement 
et, d’autre part, la participation ganglionnaire montre que les 
B. K. injectés ont gagné le systeéme lymphatique. 

L’évolution de la tuberculose est pour ainsi dire suspendue par 
lusage du médicament. Mais lorsque le traitement est arrété, on 
constate progressivement Vapparition d’adénopathies volume 
neuses répondant au territoire de Vinoculation initiale, suivies 
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souvent de la présence d’une papule érosive, suintante au point 
primo-inoculé et prenant bientot l’aspect typique d’un chancre. 
Il s’agit bien la d’une reprise de Vinfection premiére. En effet, 
on observe les mémes phénoménes chez les cobayes qui ont été 
réinoculés seulement avec des B. Kk. tués. 


Protocole. — Souche utilisée: Dupray S. Sensibilité a II. N. H. 
in vitro inférieure 4 0,1 wg. Injection par voie intradermique. Sur 
de nombreux cobayes témoins de 350 4 400 g inoculés & la dose 1/10 mg ; 
elle donne un chancre typique débutant au quatorziéme jour avec 
adénopathie satellite. A partir du vingt-deuxiéme jour, l’autopsie des 
animaux montre des ganglions caséeux dans le territoire inoculé et 
une hypertrophie de la rate avec semis de nodules. 

L’allergie est positive & partir du dix-huitiéme jour. La mort de ces 
animaux témoins survient du quatre-vingt-dixiéme au cent vingti¢me 
jour avec lésions de tuberculose généralisée. Chez ces cobayes la super- 
infection par voie intradermique avec B. K. vivants donne le phéno- 
méne de Koch typique, dont la fermeture est totale en une quinzaine 
de jours et sans aucune participation ganglionnaire. 

Animauz traités depuis le début. — Sept animaux sont inoculés par 
voie intradermique au flanc droit le 18 décembre 1952 avec 1/10 mg 
de la scuche Dupray 5S. 

Dés le lendemain ils recgoivent une injection quotidienne intra- 
musculaire d’I. N. H. & la dose de 15 mg par kilogramme. Les animaux 
ont été traités pendant quarante-sept jours, du 19 décembre 1952 au 
4 février 19538. Aucune lésion cutanée ni ganglionnaire perceptible n’a 
été constatée. 

L’autopsie-contréle d’un animal au vingt-troisitme jour n’a montré 
aucune lésion viscérale ; cependant un ganglion tributaire de la zone 
inoculée a donné, aprés culture sur milieu de Lowenstein, une colonie 
de B. K. dont la résistance in vitro était supérieure 4 25 ug. 

Les animaux, ainsi traités depuis le début, ont présenté un état 
d’allergie trés accusé le 6 janvier, soit au dix-huiti¢me jour (épreuve 
faite avec 1/10 cm* de tuberculine brute diluée au 1/10). 

Une nouvelle épreuve allergique a été faite le 4 février (soit le 
quarante-huitiéme jour) avec des résultats plus accusés et présence 
d’escarre. Toutes ces réactions allergiques ne sont en rien inférieures 
i celles observées chez les témoins infectés avec la méme souche, A ia 
méme dose et testés aussi avec une méme quantité de tuberculine. 


La recherche du phénoméne de Koch fut effectuée le 7 février avec 
des bacilles morts et des B. K. vivants. 

B.k, morts (8 animaux) injectés par voie intradermique A la dose 
de 2 mg du cdté opposé a la primo-inoculation (flanc gauche) : réaction 
rapide, ecchymotique, avec petite érosion se fermant totalement en 
une quinzaine de jours, accompagnée d’une adénopathie fugace. 

B. k. vivants (3 animaux) injectés & la dose de 1 mg avi flane gauche 
dans le derme. Début de la réaction en quarante-huit heures avec 
papule ecchymotique. Formation de crotitelle qui tombe et laisse une 
ulcération & bords décollés avec léger caséum au point de 1’érosion 
rappelant les aspects du phénoméne mixte de Bezancon. Cette lésion 
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d’abord extensive s’est fermée progressivement et n'a 6té compléte- 
ment cicatrisée qu’en trois mois. 

Parallélement s’installaient précocement chez ces aminaux des adéno- 
pathies volumineuses du cdté homologue a la superinfection, tandis 
que chez les cobayes ayant recu secondairement des B.K. morts 
Vadénopathie avait été passagére et régressive. 

Evolution des animaux, — Les 6 cobayes inoculés et traités depuis 
le début ont fait une évolution paralléle. Nous séparerons les animaux 
inoculés le 7 février avec des B. K. morts et ceux avec des B. K. 
vivants. 

Dans Je premier cas ot n’entrent en jeu que les B. K. de la premiére 
inoculation, la récidive s’est manifestée par l’apparition et le dévelop- 
pement de l’adénopathie satellite du point inoculé (ganglions axillaires) 
dont la constatation est faite vingt-neuf jours aprés l’arrét du traite- 
ment. Plus tardivement encore, 4 partir du 23 avril, soit soixante- 
dix-huit jours aprés l’arrét thérapeutique, la zone primo-inoculée 
devient le siége d’une réaction papuleuse fistulisée prenant l’aspect 
d’un chancre. 

Chez les animaux superinfectés avec des bacilles vivants la récidive 
de la primo-inoculation s’est faite comme chez les cobayes précédents 
avec la méme adénopathie homologue axillaire et la méme érosion 
fistuleuse, mais ils présentent du cété de la superinfection cette lésion 
ulcérée que nous avons décrite, qui ne s’est fermée qu’en trois mois 
et qui était accompagnée d’adénopathie volumineuse, axillaire et 
inguinale. 

Il est & remarquer qu’a la date du 20 mai, soit cent cinquante-deux 
jours aprés linoculation, tous les animaux, sauf le contrdéle sacrifié, 
sont encore vivants, ce qui témoigne de l’action protectrice d’I. N. H. 


II. — ErubDE DES COBAYES PORTEURS DE CHANCRE 
AU DEBUT DU TRAITEMENT. 


Si les cobayes sont porteurs de chancre au moment ot on met 
en jeu le traitement par V’I. N. H., soit au vingt-troisiéme jour, 
alors qu’ils sont déja allergiques depuis le dix-huitieme jour 
apres l’inoculation, on assiste a la fermeture des lésions, totale- 
ment cicatrisées en quinze jours. Mais les adénopathies persistent. 
Les animaux explorés au vingt-cinquiéme et dernier jour du trai- 
lement, soit quarante-huit jours aprés leur infection initiale, 
accusent plus encore un état d’allergie manifeste ; la courbe de 
la sensibilisation suit son évolution habituelle en rapport avec 
les délais de l’infection. 

La réinoculation faite vingt-huit jours aprés le début du traite- 
ment est effectuée avec des B. K. morts et vivants. Elle donne 
avec des B. K. tués une réaction de sensibilisation intense, mais 
l’érosion guérit totalement. Si, au contraire, apport nouveau est 
fait avec “des B. K. vivants, il se produit d’abord une réaction 
initiale rapide a caractére tuberculinique, puis un nouveau 
chancre typique se constitue. 
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Le cobaye, lorsque le traitement est suspendu, présente en 
général la reprise de sa lésion cutanée initiale. Aussi, $ "il a été 
réinoculé avec des bacilles vivants, il peut étre simultanément 
porteur de deux chancres. 


Protocole. — Quatre cobayes sont inoculés le 18 décembre 1952 avec 
1/10 mg de la souche Dupray S. Voie intradermique, flanc droit. 

Ces animaux ne recoivent aucun traitement pendant vingt-trois 
jours, date A laquelle ils présentent un chancre typique avec adéno- 
pathie satellite. L’allergie testée au dix-huitiéme jour est nettement 
positive. 

L’autopsie d’un animal-contréle au vingt-troisitme jour montre des 
ganglions satellites caséeux et une rate hypertrophiée avec présence 
de nodules. 

Les 3 autres animaux sont traités 4 J7I.N.H. du 10 janvier au 
4 février, injection intramusculaire quotidienne 4 la dose de 15 mg 
par kilogramme. 

Le chancre s’est fermé en quinze jours, sans aucune diminution de 
V’adénopathie homologue. L’allergie a été de nouveau testée le 4 février, 
soit le vingt-cinquiéme jour du fraitement et le quarante-huitiéme de 
Vinoculation. Elle est trés fortement positive et escharotique. 

Une injection de B.K. tués, intradermique, pratiquée le 7 février 
donne une réaction de sensibilisation rapide avec ulcération se fermant 
en une quinzaine de jours. Mais, d’autre part, les animaux ont présenté 
une récidive de leur chancre initial sous forme d’ulcération persistante 
apparue dans les quatre & six semaines aprés la cessation du _ traite- 
ment, tandis que les adénopathies poursuivent leur évolution. 

Un des cobayes réinoculé avec des B. K. tués a été sacrifié le 20 mai. 
Outre la récidive cutanée au point de la primo-inoculation, il présentait 
de volumineuses adénopathies diffuses et des lésions pulmonaires, 
hépatiques et spléniques. 

L’inoculation avec des B. K. vivants a donné lieu chez un cobaye 
A une ulcération trés extensive et l’animal est mort spontanément le 
5 mai portant un véritable chancre de surinfection, 4 ce moment au 
moins. Jl avait également des adénopathies généralisées et une récidive 
ulcérée de sa primo-inoculation. 


Ill. — Erupr DES COBAYES PREPARES AVEC pvEs B. K. morts. 


Des cobayes sont imoculés par voie intradermique avec des 
B. kX. morts. Six animaux sur 12 sont traités par TI. N. H., 
aussilot apres Vinoculation et pendant trente et un jours ; ils n’en 
présentent pas moins Aa la fin du traitement un état d’ allergie trés 
accusée avec escarre, la dose employée est 1/10 cm* de tuber- 
culine brute diluée a 1/10. Si on les réinocule au cinquante- 
cinquiéme jour avec des B. K. ftués, en quarante-huit heures ils 
ont une. lésion importante de sensibilisation avec érosion super- 
ficielle qui se cicatrise rapidement. Tout au contraire, l’apport 
de B. K. vivants se traduit par une rapide réaction a type tuber- 
culinique avee ecchymose et ulcération, Dans un deuxiéme temps, 
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celle-ci se transforme en un chancre typique accompagné d’adéno- 
pathies. On peut noter que ce chancre offre un certain caractére 
allergique par la rapidité avec laquelle il se constitue chez les 
cobayes ayant préalablement recu des injections de B. K. tués 
par voie intradermique. 


Protocole. — Douze cobayes (350 4 400 g) sont injectés le 12 février 
1953 par voie intradermique en deux inoculations dans la peau du 
flanc droit 4 la dose de 2,5 mg par point inoculé. Les bacilles ont été 
tués 4 Vautoclave pendant une heure. Stérilisation vérifiée par 
culture. 

Aussil6t aprés cette inoculation 6 cobayes recoivent quotidiennement 
une injection intradermique d’I. N. H. A 15 mg par kilogramme pen- 
dant trente et un jours. Arrét du traitement le 15 mars. Six autres 
cobayes ne recoivent aucune injection et sont considérés comme 
témoins. 

L’injection de B.K. tués n’a provoqué chez ces animaux qu’une 
petite érosion suintante, fugace, cicatrisée au vingtiéme jour, accom- 
pagnée d’une trés passagére et discréte adénopathie. 

L’autopsie-contréle d’un cobaye non traité ne décéle aucune Iésion 
viscérale. Un ganglion satellite est ensemencé, la culture a été néga- 
tive. 

La recherche de l’allergie chez ces animaux traités ou non a donné 
des résultats trés fortement positifs le 17 mars, soit au trente-troisiéme 
jour (1/10 cm* d’une solution a 1/10 de tuberculine brute). 

Chez ces animatix, les superinfections sont effectuées le 8 avril, soit 
cinquante-cing jours aprés l’inoculation initiale avec des bacilles morts 
i la dose de 3 mg dans la peau du flanc droit et avec des bacilles 
vivants 4 gauche a la dose de 1,5 mg. Ces inoculations sont faites 
par voie intradermique A chaque cobaye. 

L’apport des bacilles tués donne une réaction rapide, légérement 
ulcéreuse, totalement cicatrisée en une quinzaine de jours et sans 
aucune adénopathie d’accompagnement. 

Tout au contraire, l’injection faite avec des bacilles vivants a pro- 
voqué chez ces animaux la formation d’un chancre typique avec 
volumineuse adénopathie satellite. Ce chancre ne se différencierait en 
rien de celui produit chez un animal neuf si on ne notait la rapidité 
de son apparition. Il s’est en effet constitué dans de brefs délais ct 
parvenait a l’ulcération en une huitaine de jours. Il y a lieu de tenir 
compte, il est vrai, de la dose considérable de B. K. injectés. 


CONCLUSIONS. 


Aux doses employées dans nos protocoles, l’I. N. H. n’empéche 
pas l’allergie d’apparaitre aprés introduction intradermique de 
B. K. vivants ou de B. K. morts. 

La bactériostase créée par le médicament appliqué vingt-quatre 
heures apres l’inoculation n’empéche pas sa diffusion a l'état de 
quelques unités retrouvées dans les ganglions homologues, ni 
les récidives dés sa suppression. 
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Le bacille soumis a cette bactériostase acquiert un haut pouvoir 
de résistance a I’. N. H. 

Les cobayes traités ne réagissent plus a la réinoculation de 
B. Kk. vivants pour aboutir au ‘phénomene de Koch classique avec 
cicatrisation de Vulcére dans les délais habituels de deux A trois 
seplénaires. Ils répondent en effet par une ulcération prenant 
d’abord l’aspect chancreux, mais finalement aboutissant a la 
cicatrisation en trois mois et cela pendant quwune dissémination 
du nouvel apport provoque des adénopathies homologues 
précoces. 

Au surplus, notre expérimentation montre une fois de plus la 
dissociation qui s’impose entre |’état d’allergie conjoint souvent 
a l’état réfractaire de surinfection, mais biologiquement indépen- 
dant de lui. 

La différence entre nos résultats et ceux des auteurs cités plus 
haut peut préter & bien des considérations. 

La premiére est la voie d’introduction. L’injection intradermique, 
comme les injections ganglionnaires [4], est la voile par excellence 
de la sensibilisation allergique, non seulement pour la tuberculose, 
mais pour d’autres infections. 

Peut-étre enfin la souche utilisée doit-elle étre retenue. Elle est 
particuliérement virulente, particuliérement allergisante et particu- 
liérement stable. 

Quant au mécanisme de la récidive locale, il est a noter que 
celle-ci est toujours précédée de l’apparition de l’adénopathie 
satellite homologue. 

On doit remarquer également qu’au moment méme ou la récidive 
locale se produit & légard des bacilles de la primo-inoculation, 
on assiste du cdté opposé a a la fermeture, quoique trés tardive, 
de la lésion produite par les germes de. surinfection. 
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SUR LE MECANISME 
DE L’ACTION DE LA STREPTOMYCINE 


Ill. — LE CAS DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 


par R. LINZ. 


(Laboratoire de Bactériologie de l'Université Libre de Bruzelles 
et Laboratoire de Biologie Clinique 
de VHépital Universitaire Saint-Pierre, Bruczelles.) 


L’action de la streptomycine sur les bactéries 4 multiplication 
rapide, telles que Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
pyogenes, Escherichia coli, etc. — bactéries que nous pourrions 
appeler « banales » —, se déroule selon un mécanisme dont 
certains points ont été précisés antérieurement (Linz [2, 3}), et 
dont voici les principaux. 

Pour que la multiplication soit inhibée, i] n’est pas nécessaire 
que la streptomycine reste constamment en présence des germes : 
si la durée du contact a été suffisamment longue (quatre heures 
a l’étuve a 37°), on peut l’éliminer sans que ceux-ci récupérent 
leur faculté de se multiplier. L’action bactériostatique devient 
donc irréversible aprés un délai relativement court. Elle est proba- 
blement due a la streptomycine que les cellules ont fixée. La 
quantité de streptomycine fixée est minime et dépend de la 
concentration de l’antibiotique dans le milieu. 

Si la plupart de ces notions sont valables pour Mycobacterium 
tuberculosis, certaines appellent des commentaires. Les diver- 
gences apparentes s’expliquent lorsqu’on tient compte du fait que 
le mode de développement est différent. 


J. — Muinreux DE CULTURE. 


Nous avons utilisé le mileu liquide de Dubos et Davis, 
4 Valbumine et au « Tween 80 », qui a l’avantage de fournir des 
cultures relativement diffuses et homogénes. Le fait que le 
« Tween 80 » rend souvent les germes plus sensibles a la strep- 
lomycine n’est génant que pour les tests de résistance, dont nous 
ne parlerons pas ici. Il n’affecte pas les conclusions tirées des 
expériences présentes ; nous les avons d’ailleurs vérifiées souvent 
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par des essais en milieu de Youmans. Sauf indication du contrdaire, 
les cultures qui servent de semence ont été obtenues a 38° dans 
le milieu de Dubos et Davis et sont agées de 7 4 10 jours. 


Il. — AcTION BAGTERIOSTATIQUE DE LA STREPTOMYCINE 
sur Mycobacterium tuberculosis. 


Comme pour les bactéries banales, la richesse initiale du 
milieu de culture en bacilles tuberculeux conditionne la concen- 
tration de streptomycine nécessaire pour inhiber la multiplication 
(Linz [4]). Par exemple, si, dans 1 ml de milieu liquide de Dubos- 
Davis, on ensemence 0,05 ml de la souche G. de Myco. tubercu- 
losis, il faut 0,5 A 1 wg de streptomycine pour empécher le déve- 
loppement pendant quinze jours ; si on ensemence 0,05 ml de !a 
dilution au 1/100, il ne faut plus que 0,02 a 0,04 wg de VPanti- 
biotique ; si l’on dilue la semence davantage, la concentration de 
celui-ci ne varie plus de facon appréciable. Sur milieu solide 
également, le nombre éventuel de colonies résistantes et le degré 
de leur résistance dépendent de la richesse de la semence. Une 
culture obtenue secondairement dans un tube resté limpide pendant 
plusieurs jours est toujours résistante ; une culture développée 
sans géne apparente en présence d’une concentration sub-bacté- 
riostatique l’est souvent, mais pas nécessairement. Notons tout de 
suite que les germes restés vivants dans un tube additionné de 
streptomycine, et ot il n’y a eu aucune multiplication, restent 
habituellement sensibles. 

‘La streptomycine se fixe sur les cellules de Myco. tuberculosis, 
comme sur celles des bactéries banales, dans la premiére phase 
de son action. En effet, triturons soigneusement dans de la solu- 
tion physiologique (NaCl 0,9 p. 100) des masses importantes de 
Myco. tuberculosis (50 a 500 mg, poids humide, par millilitre) ; 
ajoutons de la streptomycine & la suspension (1 000 ug/ml). 
Portons 4 I’étuve 4 38° pendant quatre heures, puis centrifugeons 
(dix & quinze minutes a 6 000 tours/minute), décantons, et lavons 
les corps bactériens dans de la solution physiologique fraiche. 
Lorsque la derniére eau de lavage ne contient plus de strepto- 
mycine décelable, ce qui exige 10 & 15 lavages, mettons les 
hacilles une derniére fois en suspension dans de la solution saline : 
chauffons trente minutes a 60°. Le chauffage libére la strepto- 
mycine, qu'on retrouve dans le liquide surnageant apres centri- 
lugation : il inhibe la multiplication d’une bactérie trés sensible 
(Klebsiella 41) {May et al.] dans du sérum dilué et glucosé. I] 
va sans dire que, dans les mémes conditions, des suspensions 
de Myco. tuberculosis non traitées par la streptomycine, lavées 


et chauffées, n’inhibent nullement la multiplication de la bactérie- 
test (Linz et Arnaud). 


MODE D’ACTION DE LA STREPTOMYCINE 297 


Dans les conditions de lVexpérience, 1,5 a 2,5 p. 100 de la 
streptomycine sont fixés, puis libérés par le chauffage. Or, les 
bactéries banales ne fixent que 0,1 4 0,5 p. 100 (Linz [2]). Cette 
différence explique-t-elle la sensibilité généralement plus grande 
de Myco. tuberculosis ? La fixation ne constitue cependant que le 
premier maillon d’une chaine qui se déroule ensuite fatalement, 
si les conditions de métabolisme le permettent, et qui aboutit A 
Vinhibition de la multiplication. En effet, des bacilles morts ou 
résistants fixent la streptomycine pareillement. A concentration et 
fixation égales, la composition du milieu de culture rend |’inhi- 
bition d’une souche sensible plus ou moins aisée. 

Des expériences semblables a celles exposées précédemment 
i propos des bactéries banales (Linz [2]) permettent aussi les 
conclusions suivantes : 1° la quantité de streptomycine fixée par 
Myco. tuberculosis augmente avec le temps de contact et atteint 
un maximum aprés quatre heures ; 2° elle dépend de la concen- 
tration de lantibiotique dans le milieu ; 3° la fixation est aussi 
rapide et aussi intense 4 4° qu’d 88°. La concentration intra- 
bacillaire est probablement le facteur le plus important pour 
lévolution ultérieure des germes : selon qu’elle est plus ou moins 
élevée, les bacilles sensibles seront tués ou empéchés de se multi- 
plier définitivement ou passagerement. 

Comme dans le cas des bactéries banales, l’action de la strep- 
tomycine sur le bacille tuberculeux devient irréversible aprés un 
temps de contact suffisant : au début, une dilution qui raméne 
la concentration de l’antibiotique 4 des taux inefficaces permet 
aux germes de se mulliplier 4 nouveau ; mais il arrive un moment 
ou cette dilution devient sans effet et ott la multiplication reste 
inhibée. Une expérience typique a été décrite ailleurs (Linz ct 
Lecocq [2]}). Elle montre que l’action de la streptomycine sur 
Myco. tuberculosis reste réversible apres deux jours d’incubation, 
qu’elle est irréversible aprés quatre jours et que le mélange de 
roils jours occupe une position intermédiaire. 

Une autre expérience confirme ces résultats. Au lieu de diluer 
les mélanges, on centrifuge et lave les bacilles. Des ballons conte- 
nant du milieu liquide de Dubos et Davis (180 ml) et de 3a 
streptomycine aux concentrations de 10, 8, 4, 2, 1, 0,5 ug/ml, et 
un ballon témoin, sans antibiotique, recoivent 20 ml d’une culture 
de Myco. tuberculosis (souche G) en milieu liquide, Agée de 
10 jours. Tout de suite et aprés des périodes d’incubation a 38° 
de un, deux, trois, quatre, cinq et sept jours, des portions de 
20 ml sont prélevées dans chaque ballon et soumises a la centri- 
fugation (dix minutes 4 6000 tours/minute). On décante, et les 
bactéries collectées au fond des tubes sont lavées cing fois dans 
de la solution salée albumineuse (solution de NaCl a 0,9 p. 100 
contenant 0,5 p. 100 d’albumine cristallisée, selon le conseil de 
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Dubos et Noufflard). Ensuite, les bactéries sont introduites dans 
des fioles contenant 50 ml de milieu liquide de Dubos et Davis 
neuf, sans streptomycine, et ces fioles placées a I’étuve pendant 
quatorze jours. Les résultats sont résumés dans le tableau I, La 
concentration bactériostatique dans les ballons est de 1 ug/ml 
(c’est-a-dire plus élevée que dans d’autres expériences, a cause 
de la concentration initiale trés forte des germes). Dans tous les 
échantillons ou les bacilles ont été traités par la streptomycine, 
méme a des concentrations bactériostatiques (jusqu’a 8 wg/ml), 
pendant moins de trois 4 quatre jours, les germes restent aptes 
4 se multiplier ; au contraire, dans ceux ot ils ont été traités par 
1 pg/ml pendant quatre jours ou davantage, ils ont perdu cette 
aptitude, du moins pendant les quatorze jours d’observation (les 
fioles se troublent parfois plus tard, ce qui montre que les bacilles 
n’étaient pas tués). 


TabLeau I. — Multiplication au quinziéme jour de M. tuberculosis 
aprés traitements variables par la streptomycine, 


MBLANGES BACILLES BASEN EY CES NUS 
+. STREPTOMYCINE en fioles sans streptomycine, 
(ballons) des portions traitées et prélevées 
aprés le nombre de jours suivants : 
Concentrations | 
de streptomycine Multiplication (1) 0 1 2 3 4 5 (Sod nla? 
en pg/ml 
10. 0 0 0 0 0 0 0 0 | 0 
8. 0 +] + + 0 0 0 0 0 
Sy Ger eon os 0 +] + + |>=F 0 0 0 0 
LR ve 0 ats = ae a 0 0 0 0 
Ps . 0 |p Were 7 ap 0 0 0 0 
atic 0 ie) tee totem ert 0 0 0 
Olen ah + +/+} +) 4] 4+} +} 4+) + 
0 (témoin) + +} +] +) 4+] 4] 4] 4/4 


+, Multiplication; 0, pas de multiplication (estimé par le trouble). 


(1) Multiplication dans la portion du mélange restée dans le ballon aprés le dernier 
prélévement. 


On admet implicitement qu’une concentration dite bactério- 
slatique empéche toute multiplication des bactéries  sensibles. 
Pareille conclusion est tirée de V’observation des cultures en 
milieu liquide : on ne constate aucun changement du_ trouble 
initial du milieu ensemencé et additionné de streptomycine. 

Mais ces observations sont faites a Veceil nu, incapable de 
déceler des variations trés petites. En réalité, si on utilise un 
turbidimétre photo-électrique, on voit que les phénoménes se 
déroulent tout autrement, du moins pour Myco. tuberculosis. 
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Méme aprés un seul jour d’incubation a 38° en milieu liquide de 
Dubos et Davis, et méme s’ils contiennent de la streptomycine A 
concentration mille fois plus élevée que la concentration minimum 
bactériostatique, tous les tubes ensemencés se sont  troublés 
davantage ; de l’un 4a J’autre, les différences sont assez faibles. 
Mais des différences importantes apparaissent au cours des 
jours suivants (tableau II). 


TasLeAu Li. — Evolution de cultures de BCG en milieu liquide de 
Dubos et Davis, additionné de streptomycine. 


ae | 

Ses | NOMBRE DE JOURS D'INCUBATION 

=25 

ESE: l 

eS) 0 1 2 3 4 sy) 7 10 
Sa | 

Se ee le De ONGs | Del eaNe iiebeal aN) ah N At N i N At N 
A100! Seas: st 90) 9/443) 41) 452) S| 444) 4 ihe tohaye jihad! 87 0 ol 
NO, 2 S88 405433) ORO AdON) 7 A029 5 A402 99 0 82 
4... .{—}90) 40) 154) 13) 483) 44) 432) 7 98 | 3 Oe al 96 0 100 
0,1. . .|—] 86) 45) 181) 49} 207/21) 240/20) 242 |15} 205 }47] 240 45 202 
0,01 . .| —| 87} 20} 240] 39} 528] 50} 820/58] 1030 | 80} 4350 |95] 1650 x 1980 
0 (tém.).| — | 86 | 22 | 252) 39 | 601] 54 | 906) 61] 1440 | 76) 1390 | 98} 1740 xX 2080 


TY, diminution, pour cent, de la quantité de lumiére transmise depuis le moment initial (O); N, 
nombre de bacilles, en millions, par centimétre cube; X, diminution considérable de la transmission 
de lumiére, dépassant les limites de l'appareil. 


4 ST ES SA EE EE SI AEE ETL EST ET RTA ED FIAT EIEN AE OE TALE AOI EET CL OE EDICT EAT EID 


Dans le tube témoin, sans antibiotique, et dans les tubes avec 
des concentrations sub-bactériostat:ques, le trouble augmente 
considérablement ; aucun arrét n’est noté pendant quatorze a 
vingt et un jours. 

Au contraire, dans les tubes contenant des concentrations bacté- 
riostatiques de streptomycine, souvent un peu moins troubles que 
le tube témoin, l’accroissement devient faible ou méme nul; il 
s’arréte apres deux jours, trois jours d’incubation au plus tard. 
Pendant une période ultérieure de deux ou trois jours, le trouble 
reste invariable. Puis les cultures s’éclaircissent progressivement, 
et le degré turbidimétrique revient 4 une valeur a peu pres égale 
a celle du moment de l’ensemencement, avant l’incubation. Si on 
n’examine les tubes qu’a ce moment, on peut croire qu ils sont 
restés inchangés depuis leur préparation. Leur trouble ne varie 
plus dans la suite, sauf si, aprés une incubation de plusieurs 
semaines, des résistants apparaissent : la libre multiplication de 
ceux-ci suit alors la méme évolution que des bacilles témoins, en 
milieu sans antibiotique. 

L’intensification du trouble dans les cultures additionnées de 
concentrations bactériostatiques de streptomycine n’est pas due 
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’ une opacification du liquide, pas plus que dans Ja culture 
lémoin : débarrassé des bacilles par centrifugation, ce liquide 
n’absorbe pas plus de lumiére qu’avant l’ensemencement. Elle est 
due a une multiplication réelle des bactéries, de méme que 
V’éclaircissement ultérieur des cultures est due a leur lyse. 

Démontrons ceci au moyen d’un exemple. 

Dans une série de tubes calibrés convenant a la turbidiméetrie, 
introduisons 8 ml de milieu liquide de Dubos et Davis, puis 
1 ml de solution de streptomycine, enfin 1 ml d’une culture de 
BCG en milieu liquide de Dubos et Davis agée de 5 jours (en 
plein développement). Dans un tube témoin, la streptomycine est 
remplacée par de la solution de NaCl 0,9 p. 100. Tous les tubes 
sont placés dans l’étuve a 38°. On mesure quotidiennement le 
trouble de chaque tube dans un turbidimétre (Lumétron) par 
Vabsorplion d’un faisceau de lumiére blanche, d'une source 
standard, traversant le tube en ligne droite. Pour faciliter ia 
comparaison, la quantité de lumiére transmise a travers chaque 
tube, au moment de sa préparation, est posée égale a 100 p. 100 
et la quantité qu’il laisse passer dans les jours suivants est 
exprimée en fonction de cette valeur. On calcule ainsi de quelle 
proportion la transmission a diminué depuis le moment de !a 
préparation des mélanges (moment QO) (tableau II). 

La concentration bacillaire des cultures soumises a la turbi- 
dimétrie est délerminée en méme temps dans un hémocytométre 
de Thoma, sous le microscope. On connait ainsi le nombre total 
des bacilles vivants et morts, responsables du trouble de la 
culture. Les numérations sont assez aisées : les amas de bacilles 
sont petits et ne provoquent pas d’erreurs notables quand la 
culture est Agée de moins de 5 a 6 jours ; ils ne deviennent génanis 
que plus tard; c’est avant le 5°-6* jour surtout que les numéra- 
lions sont intéressantes. 

Les chiffres du tableau II représentent les moyennes arithmé- 
triques de 3 mélanges identiques pour chaque concentration de 
streptomycine. Pour les numérations sous le microscope, deux 
échantillons sont prélevés de chaque tube, et les moyennes sont 
done ¢établies sur 6 résullats. Les degrés  turbidimétriques 
extrémes oscillaient de +3 a5 p. 100 autour de la movenne. 
Pour Jes numeérations, les valeurs extrémes oscillaient de 
+10 a 20 p. 100 dans les 6 premiers jours de Vincubation, et 
de + 10 a 40 p. 100 entre les 7° et 12° jours. 

Dans le tube témoin, sans antibiotique, le nombre des bacilles 
augmente chaque jour pendant deux A trois semaines. Dans les 
lubes ou la streptomycine a été introduite & une concentration 
bactériostatique (c’est-d-dire égale ou supérieure 4 0,1 ug/ml), 
et malgré la streptomycine, les germes se mulltiplient pendant les 
deux premiers jours d’étuve. Leur nombre double 1A ou la 
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concentration de J’antibiotique est beaucoup plus élevée que la 
concentration minimum inhibitrice ; il triple la ot elle est plus 
proche de cette derni¢re. Tout se passe comme si les bacilles 
avaient subi une division dans le premier cas, et comme si une 
partie (50 p. 100) en avait subi une deuxiéme, dans l’autre cas. 
Rappelons que Wallace et ses collaborateurs avaient montré, par 
d’autres méthodes, que la streptomycine permet une multiplica- 
tion passagére des bactéries « banales » sensibles. 

Puis effet bactériostatique de l’antibiotique sur Myco. tuber- 
culosis se manifeste : la concentration bacillaire ne varie plus 
pendant les quelques jours oti le trouble reste inchangé. Lorsque 
la culture s’éclaircit enfin, le nombre des bacilles diminue : i] 
s’agit donc d’une lyse véritable. 

L’existence d’une_ seule division cellulaire, parfois de deux, 
chez Myco. tuberculosis ensemencé dans un milieu additionné de 
streptomycine, donne a penser que l’antibiotique agirait sur les 
germes a la faveur de leur division: a concentration forte, il 
intoxiquerait les cellules-filles, rendant impossible toute division 
ultérieure ; & concentration moindre, mais encore inhibitrice, il 
ne bloquerait que certaines cellules, les autres, moins profondé- 
ment touchées, étant capables d’une division encore avant I’épui- 
sement. 

L’expérience apporte-t-elle des arguments a cette facon de 
voir ? 

La streplomycine pourrait bloquer des réserves indispensables 
au métabolisme des bactéries aprés leur division. S’il en était 
ainsi, la durée de la phase de multiplication initiale, en présence 
de lantibiotique, devrait étre allongée lorsqu’on introduit ce 
dernier dans le milieu, non pas en méme temps que la semence, 
mais aprés celle-ci, lorsque Ja culture est en plein développement. 
Or, on n’observe rien de pareil, méme si on a d’abord laissé les 
cellules proliférer librement pendant cinq jours (Linz [4)). 

Si, dans du milieu contenant de la streptomycine, on ensemence 
des bacilles lavés provenant de cultures d’dges différents, les 
unes de 9 jours, les autres de 2 mois, la durée de la phase de 
multiplication initiale se modifie peu dans le cas de ces derniers 
(tableau IIT). Son allongement apparent tient au ralentissement 
de la croissance, a la fois dans le tube témoin et dans les tubes 
avec antibiotique. Méme observation si des bacilles jeunes 
(9 jours) sont ensemencés dans le filtrat de vieilles cultures 
(2 mois). Mais il est possible que la streptomycine 4 concentra- 
tion forte (10 pg/ml) supprime ou raccourcisse la multiplication 
initiale. 

Lorsqu’on ensemence, dans du milieu frais, une culture de 
bacilles jeunes, trés diluée, de sorte que de nombreux jours 
soient nécessaires pour que l’augmentation du trouble devienne 
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appréciable, il n’y a pas de phase initiale de multiplication ; + 
est probable que celle-ci passe inapergue 4 un moment ou 
absorption du faisceau lumineux n’est pas décelable (Linz [4)). 

Lorsqu’on utilise une souche résistante a 1000 pg/ml, on ne 
constate ni inhibition, ni lyse lorsque les milieux sont additionnés 
de streptomycine (0,1 a 1000 ug/ml). L’effet stimulateur de la 
croissance, décrit par Hurwitz, n’a pas été observé ; il est vrai 
que le milieu était ajusté A un pH de 6,8 et que la stimulation 
se montrerait lorsque la réaction est plus acide. 


Tasteau II]. — Evolution turbidimétrique de cultures de BCG dans 
du milieu de Dubos-Davis ou dans les filtrats de culture de BCG 
(filtrats de cultures en milieu de Dubos-Davis agées de 9 jours 
ou de 2 mois) en présence de streptomycine. 


Par tube : 8 ml milieu neuf ou filtrat + 1 ml solution de NaCl 0,9 p. 100 ou 
de streptomycine + 1 ml suspension BCG. 


DIMINUTION, POUR CENT 
de la quantité de lumiére transmise 
depuis le moment initial (+) 
Nombre de jours d'incubation 


ywe/ml 


M{LIEU CULTURE 
SEMENCE 
STREPLTOMYCINE 


BCG 
9 jours. 


BCG 
2 mois. 


tee 25 
cata | BCG 19 

j * an 
9 jours. Lore tte " 


irae 16 43 
cee fas | 38 
9 jours. 10 44 42 


2 mois. | 100 10 10 


| 


X, diminution considérable, dépassant les limites de l'appareil. 


En somme, aucun facteur ne semble modifier la phase initiale 
de multiplication, Est-ce une preuve que la streptomycine n’agit 
sur la cellule bactérienne qu’au moment de sa division ? Certains 
arguments plaident contre cette hypothése. On sait, en effet, que 
la streptomycine est bactéricide, non seulement pour les bactéries 
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en vole de multiplication, mais aussi pour des suspensions de 
bactéries au repos (Strauss), et qu’elle est capable de faire 
naitre des cellules résistantes dans des suspensions de bactéries 
non proliférantes (Linz et Lecocg [4)). 

La multiplication initiale des bacilles tuberculeux en présence 
de streptomycine peut s’expliquer d’une autre facon. Il a été dit 
que la streptomycine exerce sur les bacilles une action d’abord 
réversible, et qui ne devient irréversible qu’aprés trois a quatre 
jours. Or, la multiplication initiale des bacilles dans des cultures 
additionnées d’antibiotique se place pendant cette période. Est-ce 
la lenteur de |’action de la streptomycine qui permet aux germes 
de se multiplier ? A vrai dire, les deux périodes ne coincident pas 
parfaitement. En outre, l’hydrazide isonicotinique, bactériosta- 
tique pour Myco. tuberculosis, exerce une action irréversible déja 
apres un jour et permet cependant une phase de multiplication 
iniuiale qui dure trois jours, comme dans le cas de la streptomy- 
cine (Linz [4] et Linz et Lecocq {8)). 

Si on prépare des tubes tout pareils A ceux du tableau II, et 
si on préléve quotidiennement 0,1 ml de chacun d’eux pour le 
diluer dans 5 4 10 ml de milieu de culture neuf, on constate que 
les bacilles provenant de tubes additionnés de 0,1 wg ou 1 ug de 
streptomycine par ml et agés de 3 jours au plus, sont capables 
de troubler abondamment le milieu neuf (action bactériostatique 
réversible), alors qu’ils en sont incapables s’ils sont Agés de 
4 jours ou plus (action irréversible) [observation de quinze jours]. 

Notons encore un caractére remarquable de la phase de lyse : 
le nombre de bacilles redevient celui qui avait été primitivement 
ensemencé. En d’autres termes, le nombre de bacilles lysés est 
le méme que celui né de la multiplication. N’est-ce qu’une coinci- 
dence ? 


Il]. — La sTREPTOMYCINE ET LA PHAGOCYTOSE DE M. tuberculosis. 


L’action de la streptomycine sur les bactéries cultivées dans des 
milieux artificiels n’est pas seule intéressante. [Les tissus et les 
humeurs de l’héte vivant infecté modifient cette action. On sait, 
par exemple, qu’il n’y a pas toujours un parallélisme parfait entre 
le sort d’une souche de Myco. tuberculosis cultivée in vitro en 
présence de l’antibiotique, et celui de cette méme souche dans 
Vorganisme d’un animal ou d’un malade soumis a une cure de 
streptomycine (cf. Guernez et al. ; Wilking et al. ; Linz, Dubois et 
Lecocq). 

Barski, le premier, a montré que des bacilles tuberculeux ayant 
pénétré dans J’intérieur de monocytes en culture de tissus, sont 
insensibles a l’action de concentrations de streptomycine bacté- 
riostatiques pour les bacilles extra-cellulaires. Suter d’une part, 
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et Mackaness et Smith d’autre part, ont publié récemment des 
observations semblables. 

Les bacilles phagocytés restent cependant sensibles dans des 
expériences ot les conditions sont différentes et ou le milieu de 
culture n’est pas approprié aux leucocytes, mais aux bactéries. 
Provoquons, en effet, un exsudat leucocytaire dans la cavité péri- 
tonéale du cobaye par injection de bouillon stérile ; recueillons-le 
quatre heures plus tard et rendons-le incoagulable par l’addition 
de 1/10 volume de citrate sodique a 3,8 p. 100. Centrifugeons 
cing minutes 4 2000 tours/minute. Rejetons les 9/10 du liquide 
surnageant et remettons le culot de leucocytes en suspension dans 
le reste ; cette suspension compte environ 30 000 leucocytes par 
millimetre cube. Avec 10 ml de la suspension (ot l’alexime est 
restée active), mélangeons 2,5 ml de culture de BCG de dix jours 
en milieu de Dubos-Davis. Abandonnons un jour a l’étuve a 38°. 
Une certaine proportion de bacilles ont été phagocytés (en 
moyenne, 0,1 4 0,2 par polynucléaire). Une trés légére centrifu- 
gation (une a deux minutes 4 500 a 1 000 tours/minute) sépare les 
leucocytes du liquide et n’entraine avec eux, dans le fond du tube, 
qu’un nombre relativement petit de bacilles extra-cellulaires. Apres 
décantation, le culot est délayé dans 30 ml de solution de NaCl a 
0,9 p. 100 pour le laver. Nouvelle centrifugation, nouveau 
lavage, etc. Apres 5 opérations semblables, un frottis montre que, 
dans le culot leucocytaire, les bacilles extra-cellulaires sont devenus 
rares ; évidemment, les bacilles phagocytés sont tous présents. 

Les leucocytes sont remis en suspension dans 5 ml de milieu 
liquide de Dubos-Davis. La suspension est répartie dans des tubes 
a hémolyse, a raison de 0,45 ml par tube, et chaque tube recoit 
0,05 ml de solution convenable de streptomycine. A titre de 
témoins, on prépare une série de tubes de 0,40 ml de milieu de 
Dubos et Davis, ensemencés chacun de 0,05 ml d’une culture de 
BCG de dix jours diluée 4 1/1 000 et recevant 0,05 ml des mémes 
solutions de streptomycine ; la richesse microbienne, évaluée sur 
des frottis colorés, parait ainsi approximativement semblable dans 
les 2 séries de tubes. Aprés dix, quinze, vingt et trente jours 
dincubation 4 38°, on apprécie les développements microbiens : 
dans la série témoin, par le trouble ; dans la série avec leucocytes, 
par l’examen des frottis colorés par la méthode de Ziehl. Sur ces 
frottis, les leucocytes sont tous en voie de lyse plus ou moins 
avancée ; la multiplication des bacilles est évidente dans le tube 
sans streplomycine, et l’inhibition totale dans d’autres tubes est 
facile & affirmer par comparaison (Linz et Lecocq [2}). 

On constate ainsi que Jes bacilles phagocytés ont été inhibés par 
la streptomycine | a une concentration (0,02 pg/ml) peu différente 
de ook nécessaire pour inhiber les bacilles de la série témoin 
(0,005 g/ml). Contrairement aux expériences faites en cultures de 
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lissus, les leucocytes sont morts et se lysent, méme 1a oti les 
bacilles ne se sont pas multipliés. Mais n’est-ce pas le cas aussi, 
in vive, pour beaucoup de cellules infectées par Myco. tubercu- 
losis ? Il parait important de retenir que les bacilles intra-cellu- 
laires échappent 4 l’action de la streptomycine tant que les cellules 
de V’héte restent vivantes, mais qu’ils retombent sous l’emprise de 
l’antibiotique aussit6t que les cellules meurent. 

La streptomycine n’est pas seulement bactériostalique et bacté- 
ricide : elle favorise également la phagocytose des bacilles tuber- 
culeux. Avec une suspension de leucocytes de cobaye ou de lapin 
obtenue comme ci-dessus, citratée et concentrée, mélangeons une 
culture en milieu de Dubos-Davis de BCG ou de H87 Rv (0,2 ml 
de suspension leucocylaire + 0,05 ml de bacilles). Ajoutons de 
la solution de streptomycine (0,05 ml) ou de NaCl 0,9 p. 100 
(témoin). Aprés quelques heures de séjour a 38°, préparons des 
frottis colorés de chaque mélange ; comptons, sur 1 000 polynu- 
cléaires, le nombre moyen de bacilles phagocytés par 1 polynu- 
cléaire (index phagocytaire). Les index trouvés dans une expé- 
rience sont, par exemple, ceux du tableau IV. Dans des mélanges 
similaires, la pénicilline, peu bactériostatique cependant pour 
Myco. tuberculosis (100-1 000 U. O./ml), a un effet presque aussi 
prononcé. 


TasLeau IV. — Index phagocytaire de leucocytes de cobaye 
pour la souche BCG (quatre heures a 38°). 


MELANGES INDEX PHAGOCYTAIRES 


Témoin (pas d’antibiotique) 0,409 


Streptomycine 10 pg/ml 0,386 
Streptomycine 100 ug/ml. . aeeh 0,521 
Pénicilline 10 U.O./ml 0,270 
Pénicilline 100 U.O./ml 0,43 


L’influence paradoxale de la pénicilline est également évidente 
dans le cas de la phagocytose d’autres espéces bactériennes 
(Ps. aeruginosa, par exemple), complétement réfractaire a son 
action bactériostatique [100 000 U. O./ml} (Linz et Lecoeq [2)). 

L’influence de la streptomycine sur la phagocytose résulte d’une 
action directe sur les bactéries, et non sur les leucocytes. En effet, 
des bactéries traitées d’abord par l’antibiotique, puis lavées, et 
enfin mélangées avec des leucocytes, restent plus aisément phago- 
cylables que les mémes bactéries non traitées, mais lavées. Au 
contraire, les leucocytes mis au contact de la streptomycine, puis 
lavés, ne phagocytent pas mieux des bactéries non traitées que 
des leucocytes témoins, frais. 
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CONCLUSIONS. 


1° Dans le cas de Myco. tuberculosis comme dans celui des 
pactéries « banales », la streptomycine inhibe plus aisément la 
multiplication lorsque le milieu de culture est moins richement 
ensemenceé. 

2° Les bacilles tuberculeux fixent plus de streptomycine que les 
bactéries « banales ». La fixation augmente avec le temps de 
contact. Elle parait indépendante de la température entre + 4° et 
+ 38° C. 

3° L’action bactériostatique de la streptomycine pour Myco. 
tuberculosis, réversible au début, devient irréversible lorsque le 
contact s’est prolongé quatre jours. 

4° Dans une premiére phase, le bacille tuberculeux se multiplie 
en présence de concentrations de streptomycine bactériostatiques. 
Il est inhibé ensuite, et subit enfin une lyse. 

5° Pendant cette phase initiale de multiplication, le nombre de 
germes peut doubler ou tripler. L’antibiotique n’agit-il sur les 
bactéries que pendant leur division ? ou bien les germes profitent- 
ils de la lenteur de son action pour se multiplier ? 

6° Aprés la lyse, le nombre des bacilles retombe au nombre 
initialement ensemencé. 

7° Le streptomycine favorise et inlensifie la phagocytose in vitro 
du BCG par les leucocytes de cobaye. 

8° Les bacilles intra-cellulaires réagissent de maniére différente 
a la streptomycine suivant les conditions d’expérience : lorsque 
les phagocytes sont mis en suspension dans un milieu qui ne 
permet pas leur culture, ils conservent toute leur sensibilité a 
Vantibiotique. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A LINSTITUT PASTEUR EN 1952 


par R. BEQUIGNON et C. VIALAT. 


(Institut Pasteur) 


Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence Inter- 
nationale de la Rage, concerne l’année 1952. Mais la méthode 
de vaccination par les moelles desséchées a été abandonnée 4 
partir du 1* avril 1952 au profit de la méthode du vaccin phéniqué 
désormais adoptée. Le rapport concernant l’année 1952 sera done 
scindé en deux chapitres, le premier couvrant le premier trimestre 
de année, au cours duquel 19 personnes mordues ont subi la vacci- 
nation par les moelles desséchées telle qu’employée depuis le 
7 juillet 1885 et qui va clore les statistiques annuelles concernant 
cette méthode, le deuxiéme couvrant les trois derniers trimestres 
au cours desquels les vaccinations 4 l'aide du vaccin phéniqué ont 
été appliquées a 77 personnes mordues. 


* 
x* 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
AU COURS DU PREMIER TRIMESTRE 1952. 


1° Personnes traitées. 


62 personnes se sont présentées Aa la consultation du service 
des vaccinations antirabiques. A 19 le traitement a été conseillé. 


2° Méthode de traitement. 


La méthode employée est la méthode pasteurienne. 

Les moelles sont soumises a la dessiccation, en chambre noire 
a 22°, dans des flacons munis de deux tubulures fermées par de 
l’ouate ordinaire et dont le fond est garni de potasse caustique. 
Aprés deux, trois ou quatre jours de dessiccation, les moelles sont 
introduites dans des pots-bans contenant 20 cm® de glycérine neutre 
a 30° Baumé et stérilisés a autoclave 4 120° . 

Ce procédé de conservation des moelles en glycérine, proposé 
par E, Roux en 1887 [4] et introduit dans la pratique par A. Cal- 
mette en 1891, est adopté, depuis 1911, a l'Institut Pasteur. 
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Les moelles ainsi traitées sont conservées a la glaciére a +3°. 

Elles ne sont plus utilisées pour la vaccination lorsqu’elles ont 
séjourné dix a douze jours en glycérine. 

Chaque jour, les sujets en traitement recoivent 4 a4 5 mm. de 
moelle desséchée et triturée dans 3 cm® d’eau distillée stérile. Le 
traitement a une durée de quinze, dix-huit, vingt et un ou vingt- 
cing jours, suivant la gravité des morsures. 

‘Le virus fixe utilisé représentait, le 31 mars 1952, le 
1 891° passage de la souche isolée par Pasteur le 19 novembre 
1882 et employée pour la vaccination, a partir du 90° passage, 
lors de la création du service de vaccination antirabique rue 
d’Ulm. 

Afin d’éviter Vinfection possible des moelles, celles-ci sont 
extraites avant la mort des animaux, qui sont saignés dés que la 
paralysie est complete. 

Le procédé d’extraction des moelles est celui décrit par Oshida. 

Formule du traitement d’aprés ]’Age des moelles. 


UOPA|OWRRe) oo! amo, Guceeeag von Onion admits Moelle de 4 jours (3 ¢m®). 
Lt Say SE FPR Ie EMT Ot a eee Pee — 4 
So eee eres meet yH Sunn alka tay be — 
I nS SN at ee oo pe = 
Le Mas es TEAR GS ot EER AS Re LA Rly RE hoe oe ae — 
(AA (anc. ihre, Cr OMe EG onera Fad — 
eC «ecg it het ee eae ; — 
SS Omid a en oS ce Sr pues _- 
So er ee Mat ees lew es ee tees _ 
AUS eee. Se oF on Seater et ome: me cx Crs — 
WON = SIAL Oc G WOR Gaett 0, UND ome a Prue — 
We a Ee Sees, Song oh tc ee See uae — 
AS Oe reas ayy pp AM, Ser GPM es _ 
Ne a ie acne oo teas a ee gene = 
LS) Suet Boer Sed memes Foto ie = _— — 


NwWwwnemnwwnrewrWwwweres 
| 
| 


AGS GWU 5g oS. gt Bigs 6 60e So ce Moelle de 3 jours (3 cm®). 
AC a a ey Gan, SOY OTe bo oe oe ae od Be — 30 — 
A So tae co re te ds, ie eG wee G, xe eee — 2 — — 
GS NORE: by Geto So” Sa siscskor io SD young o Coleen Moelle de 


2 
DCR et eR On AG tS, es Gee. — 2 
POM SS aa AR a Sess or tol Feo MONS Gem — 2 
DpAIS Wa 6S Guero | Ct: OE Loe aE eee — Bee — 
Bh ey SG ee acts a eet eee Be cate = 2 
PUNE ane FS BS Dae Guat aie. OF Ope aca eee — 2 
WSs (EN G8 BE aes Oe Loe c deco oe oRed = 2 


3° Répartition des personnes traitées d’aprés le territoire sur 
lequel elles ont été mordues : 


INIMESITEV TRY cuss? 6 ops so 0: ocalgoee meted Wii talucalies -Saete, Scaler yaa roe 
mieten ever & Mea Ne UD i See OME REP oa Ste ta fy Weer aeiee haIer ee e 
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4° Répartition des personnes traitées suivant l’animal mordeur. 


Chiens de propriétaires connus ......-.-.--+-+-+---:; 8 
Chiens errants) <_<) ye care ue 3 eon rete ie eT 40 
Chats de propriétaires connus. ......-+-+--++-+:2-+s 4 


5° Répartition des personnes traitées d’aprés les preuves de 
rage chez l’animal mordeur. 


Catégorie A. — La rage de ]’animal mordeur a été constalée 
par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le cerveau ou par un examen histologique. 


Catégorie B. — La rage de |’animal mordeur a été constaltée 
par examen vélérinaire. 


Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 


Catégorie Annu iirscs<ie: morals abe ene sky Sptectaghints Gabe 0 
Catégorie Bo. oss. meets = aes as 
ORC OIE HOG a aie cman a 2-6 pees 


Les névraxes de 18 animaux ont été examinés par le service 
des vaccinations antirabiques. Quinze fois les commémoratifs de 
la morsure de l’animal et l’examen histologique du _ systéme 
nerveux nous ont autorisés a arréter le traitement chez les per- 
sonnes mordues. 

Les principes généraux qui ont dicté cette décision ont été rap- 
pelés dans un rapport précédent [2]. 


6° Répartition des personnes traitées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 


Sey Pee (8) Sia eho. 16) steers. Nel ute” Ae eels aie 


7° Répartition des personnes traitées suivant que les vélements 
ont été interposés ou non : 


8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siége de la 
morsure (1) : 


Tete. son stp at eka ashe a ee 4 
Membresisupérient'sjcm-mm cic mei ae ane ee 13 
TIONG. sop. gro Roget ele. Sa TCR a Se #8 SER i a ee eae 0 
Membres inferteurss. © = ©) eerste - 5 


(1) Quand il s’agit de morsures multiples, seul est indiqué le siege 
de la morsure la plus dangereuse. 
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9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement : 


0a4 jours . 
54 7jours . 
8 a 14 jours 
45 & 21 jours 


okt) © SOMO ME et wie) Hfe> 5 iets! oa;. eM ‘e' uhelmie’ #e) ie) sae 


10° Autres renseignements : 


Aube 


Répartition des personnes traitées par départements : 


Alpes (Hautes-) 


4 Morbihan®, S2.0.. snes 
Moselle zieris oer aier ets 
Seine Paris Re eae 

4 Banlieue... . 


4 Seine-et-Oise 


Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des vacci- 
nations depuis |’origine. 


SS SSS SSS SSS SSS SS 


ANNEES 


re Oo) eS 


Oa i ro 


ot eh ep ce! |e 


opie, tat Leas: 


atte sO) Grek *.9! 


De Re etd 


PERSONNES 
traitées 


674 
7170 
622 
830 
540 
559 
190 
648 
384 
520 
308 
529 
465 
614 
420 
321 
105 
628 
755 
7127 
7172 
7186 
524 
467 
404 
342 
395 
330 
373 
654 
4 388 
4 543 


ee eee ee ee 


CATEGORIE] CATEGORIE | CATEGORIE 


ie B C DECES 
234 4 926 514 25 
357 4-456 257 44 
402 972 255 9 
346 4 187 297 if 
416 900 215 5 
324 915 320 4 
428 4 062 600 4 
132 4 008 508 6 
166 798 423 7 
422 949 449 5 
106 TAT 455 4 
150 918 461 6 
444 855 469 3 
4152 4 099 363 4 
479 866 375 4 
174 785 362 5 
4150 625 330 2 
416 224 288 2 
448 330 271 3 
166 306 255 3 
473 396 203 21 
435 384 267 3 
413 269 442 4 
84 210 473 4 
98 443 160 0 
76 414 452 4 
TA 445 479 0 
73 413 144 0 
68 402 203 0 
87 304 266 4 
188} 658 542 3 
216 848 479 4 


MORTALITE 
p- 100 


DONE SSOCON CHEK WER WWEWNHNDNDWWWCIWNDN WWI) 
PKR tQSOSTSOOSKHOCDWHONWDMHMDMUCKHOCWDOANTNAMOR 


eSB) Nal ino Nia Sr Nein wal Soi Soll ww! salina seis cep) Mel) nai aal | Ne ah Selig we ive) <5) Se seus 


coocooqoqcoqocoqcnecoqceoacococoqcecooecoeoecsceoa 
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SS ST SD 


‘ 9 2 EGORIE ae MORTALITE 

RG Pes capmooum ica is paepre BECES ie 
WE MRCN eS ee gees 4 803 206 885 HS 3 0,16 
Le ees ah 1 813 231 920 662 34 0,16 
O20: sees 41 126 86 554 486 6 O53: 
de a accu geet 998 64 442 522 4 0,10 
NOD 2 es: 2 154 104 353 300 0 0,00 
AY Ps ee 727 90 363 274 0 0,00 
Ores ronal ts 764 135 208 424 4 0,44 
WO D5. Verena 782 410 316 356 0 0,00 
Lees aes 634 TA 246 314 i) 0,00 
LOD eee cone 639 78 284 280 0 0,00 
1928 2 eS hes 671 76 203 387 0 0,00 
WOOO elie Ie 542 49 231 262 0 0,00 
UCR wa Sma 589 ad 116 396 0 0,00 
ADS laner ee. ke | 531 49 242 270 0 0,00 
NOS ON Se eo 561 64 274 226 0 0,00 
WOR yn bee 443 4A 422 280 0 0,00 
AOS ee ame = Oe 496 23 54 422 0 0,00 
URES) ee ase 5410 48 42 450 0 0.00 
AOSO ae ee 463 43 20 430 0 0,00 
ADS See. 454 PA 18 434 0 0,00 
193 See S 4A4 3 41 397 0 0,00 
OSU ce came 4A 2 44 395 0 0,00 
CVAD eee 449 0 8 444 0) 0,00 
WO lle eee ed cc 214 4 0 243 0 0,00 
1920S ace. 4149 0 4 148 0 0,00 
RT eo aes 434 0 0 431 0 0,00 
1A 7 cae tt Se ares 422 0 44 424 0 0,00 
Orne. eee 179 0 2 477 0 0,00 
NAC a Sect 228 4 4 226 0 0,00 
LCP) eke Ge 212 4 3 208 0 0,00 
TOES eee) a ee 450 4 it 448 0 0,00 
NOROU RS eS? Ohh 429 4 0 428 0 0,00 
#950" 4 ore. 405 0 6 99 0 0,00 
We Gt eee fee 96 4 2 90 0 0,00 
WO5D RE MAD tte 49 0 0 49 0 0,00 
Total général.| 55 489 7 089 27 199 24 201 454 0,27 


Le service antirabique a, en outre, fabriqué au cours du premier 
lrimestre 1952 : 
6 litres de vacein antirabique phéniqué a usage humain et 


6 litres de vaccin & usage vétérinaire. 


11° Mesures prises en vue de suivre l’évolution des cas traités 
pendant six mois au maximum. 

Les médecins sont priés de nous tenir au courant des accidents 
qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent le 
traitement. 


12° Accidents paralytiques : Néant. 


18° Décés : Néant. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
AU COURS DES TROIS DERNIERS TRIMESTRES 1952. 


1° Personnes traitées : 


310 personnes se sont présentées a la consultation du service 
des vaccinations antirabiques. A 77 le traitement a été conseillé. 


2° Méthode de traitement : 


La méthode employée est la méthode des vaccins phéniqués 
(Fermi). Emulsion 4 5 p. 100 de matiére cérébrale de mouton 
succombant au virus fixe, dans l’eau physiologique phéniquée A 
1 p. 100. Chaque jour, les sujets en traitement recoivent une 
ampoule de 5 ml (demi-dose pour les enfants) par voie sous-cutanée 
au niveau de la région péri-ombilicale. Le traitement a une durée de 
quinze, vingt ou trente jours selon le siége et la gravité des 
morsures (2). 

Le virus fixe utilisé représentait le 31 décembre 1952, !e 
1 900° passage de la souche isolée par Pasteur le 19 novembre 
1882 et employée pour la vaccination 4 partir du 90° passage 
lors de la création du service de vaccination antirabique, rue 
d’Ulm. La souche est entretenue sur lapin. 

Le contréle de la valeur antigénique du vaccin antirabique 
phéniqué est effectué sur lapin selon une épreuve publiée anté- 
rieurement (R. Béquignon et C. Vialat) [8]. 


3° Répartition des personnes traitées d’aprés le territoire sur 
lequel elles ont été mordues : 


Anema GM NOR 7 ob oo be 8 6 og go 6 ol 5 oe 3 
AMiniqueroecidentalesPrancaiser. el) yma akan 2 
INVESTED So oe OG A BPG Gh aid 6 ues) Gig eg) soma p noice : 4 
CAMeLOUMM IE MNA Pett OG Es oes ce ec 8 an sie sa ee A 4 
LIRTORTMONS: Go God a Wick cool wl aie 5 oa oe eee. Gaice aan 4 
Krancemétropolitaime:s cate s8 6m cetncneiie, -fe ioe: Wee foun 65 
TWIVGROINTIYSS caigevo=o ood (8. kta IanO RO SNGD OMEN RcretCr acct enema 4 


4° Répartition des personnes traitées suivant Panimal mordeur. 


Chiens de propriétaires connus ...-..----+-+.+-+.+ 28 
CUTS, 6-6 A poe oS Ope ee Omen e eh Use n 44 
Chats de propriétaires connus. ....-.--+-+-+ -++-+.+-5 4 
Chatsterrantss: | .cc APU tenn: Teh ke SSM) Tks ae B3 
ROT ONG Renae ae ie ies Wie ke es Laine co es eae) eden) oe ie fl 


(2) La technique et la préparation du vaccin phéniqué empolyé 4a 
l'Institut Pasteur feront l’objet d’un article spécial (A paraitre dans 
ces Annales). 
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5° Répartition des personnes traitées d’aprés les preuves de 
rage chez lanimal mordeur. 


Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le cerveau ou par examen histologique. 


Catégorie B. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par examen vétérinaire. 


Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
Gategorioy Aa dec EN = bok ie eetgh, TCR po dl © pee ores] cowenaee 1 ee 
Categorie Be «cok: dogs 95 Cre oe. Ce cre eee te 
Calegorier Ca ake hha Ee oe 5 een ae Gwen Soo ee el eee 


Les névraxes de 52 animaux ont été examinés par le service 
des vaccinations antirabiques. Vingt-quatre fois les commémo- 
ratifs de la morsure de l’animal et l’examen histologique du 
systéme nerveux nous ont autorisés a arréter le traitement chez 
les personnes mordues. 

Les principes généraux qui ont dicté cette décision ont été rap- 
pelés dans un rapport précédent [2]. 


6° Répartition des personnes traitées daprés les caractéres de 
la morsure : 
Protondes:. ©... > mtn Rae tence CAND ould on Ps, 5, 0s Pee? ee ee 
Superticielles. is tS) chee ap 5, Ss ss eee ee OE 


7° Répartition des personnes trailées suivant que les vétements 
ont été interposés ou non: 


Peauenuie scm. Se ee ee ee eee eee Le oot. 
Vétements interposés . ee te te De. iboats adel ce SH) 


8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siége de la 
morsure : 


Téte . at eh me ae en nase ey || 
Membres supérieurs.........----..-.- 200. 38 
Tronc. aed hg 2 
Membres iatcneurs aes 99 


9° lépartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement : 


OA: 4 JOUNS.: ira SEE Seen olen eet dee oe ee 
S Qa OUTS.) caren mee 5 
8 a 14 jours 44 
45 & 24 jours 3 
Plus de 24 jours. 
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10° Autres renseignements : 


Répartition des personnes traitées par départements 
(territoire métropolitain). 


NL peSeMaritliMeS ae see urans Je MOUDINGN Ee Sk ee See 1 
Cantale...... oe ee ee, 4 Moselle® rt a. Shia oe jul 
Cotes-du-Nord:, = 2) 2. i 4 Oiser POR Aes flea i. See 4 
Dordogsneeee Seem enees ee, LF” Ce ee Pascde-Calaisk to ae wat. eee 4 
Doubs Sarees... ee IN pears. 4 Sartheevsemeecrce. ee eal 
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Le service antirabique a, en outre, fabriqué du 1 avril au 
31 décembre 1952 : 

26 litres de vaccin antirabique phéniqué a usage humain et 

47 litres de vaccin a usage vétérinaire. 


11° Mesures prises en vue de suivre l’évolution des cas trailés 
pendant six mois au maximum. 

Les médecins sont priés de nous tenir au courant des accidents 
qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent le 
traitement. 


12° Accidents paralytiques : Néant. 
18° Décés : Néant. 
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ISOLEMENT D'UN VIRUS ENCEPHALOMYELITIQUE 
AU COURS D’UNE PETITE EPIDEMIE 
DE « POLIOMYELITE CLINIQUE » A BRAZZAVILLE 


ETUDE EXPERIMENTALE ET EPIDEMIOLOGIQUE 


par Aimt PELLISSIER et Emme TRINQUIER. 


(Institut Pasteur de Brazzaville.) 


De février 4 avril 1951, dans des conditions épidémiologiques 
particuliéres. que nous étudions plus loin, s’est déclarée a Braz- 
zaville une petite épidémie d’encéphalomyélite, revétant souvent 
le type clinique de la paralysie infantile. En V’espace de deux 
mois, environ 50 cas africains et 7 cas européens étaient cons- 
tatés ; parmi ces derniers il y eut un décés, Tous les cas euro- 
péens et la majorité des cas africains concernent des enfants de 
moins de 10 ans. 

De ces divers malades nous avons isolé 9 souches d’un virus 
encéphalomyélitique, savoir : 

6 souches de cas de « poliomyélite clinique », dont 1 du 
L. G.-R-et 5 des selles. 

2 souches de formes méningo-encéphalitiques, dont 1 du 
LeChvet ides’ selles: 

1 souche de maladie abortive a forme grippale, isolée du sang 
de la petite malade. 

Nous ferons d’abord I’étude expérimentale et épidémiologique 
de ce virus ; l'étude immunologique fera |’ objet d’une publication 
ultérieure. 

I. — Etude expérimentale. 


1° SoucHES ISOLEES. 


Souche Ond..., du 29 janvier 1951. Fille indigéne, 2 ans 1/2, état 
comateux fébrile, méningo-encéphalite. Isolement par inoculation intra- 
cérébrale 4 Ja souris du L.C.R. de la malade. Nous avons obtenu deux 
passages sur souris, puis deux passages sur singe. 

Souche Loum..., du 30 janvier 1951. Fille indigéne, 2 ans 1/2. Etat 
comateux fébrile, méningo-encéphalite. Isolement par inoculation intra- 
cérébrale 4 la souris de liquide de selles traitées selon la technique de 
P. Lépine pour l’isolement des virus poliomyélitiques [5]. Nous avons 
obtenu trois passages sur souris. 
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Souche Loumbou..., du 16 février 1951. Garcon indigtne, 8 ans, 
poliomyélite clinique. Isolement par inoculation intracérébrale A la 
souris de liquide de selles traitées. Deux passages sur souris ont été 
obtenus. 

Souche Bon..., du 22 mars 1951. Garcon européen, 18 mois, maladie 
mortelle 4 forme de paralysie ascendante de Landry. Isolement par 
inoculation intracérébrale au singe de L.C.R. Nous avons obtenu deux 
passages sur singe. 

Souche Christ... du 28 mars 1951. Fille européenne, 2 ans. Polio- 
myélite clinique. Isolement par inoculation intracérébrale au singe de 
liquide de selles traitées. Aucun passage ultérieur n’a été obtenu. 

Souche Blan... du 28 mars 1951. Fille européenne, 2 ans 1/2. Polio- 
myélite clinique. Selles traitées inoculées au singe par voie intrapéri- 
tonéale. Trois passages sur singe ont été obtenus. 

Souche Guy... du 5 avril 1951. Fille européenne, 3 ans 1/2. Polio- 
myélite clinique. Selles traitées inoculées au singe par voie intra- 
cérébrale. Nous avons obtenu 1 passage sur singe et 2 passages sur 
cobaye. 

Souche Félix... du 5 avril 1951. Garcon européen, 6 ans. Poliomyé- 
lite clinique. Souche isolée par inoculation intracérébrale au singe de 
liquide de selles traitées. Nous avons obtenu 4 passages sur singe. 

Souche Jeanne... du 23 avril 1951. Fille indigéne, 8 ans. Maladic 
fébrile & forme grippale, sans signes nerveux, mais en milieu épidé- 
mique. Le sang prélevé le quatriéme jour de la maladie a été inoculé 
au singe par voie péritonéale. Deux passages sur singe ont été obtenus. 


2° PoUVOTR PATHOGENE EXPERIMENTAL. 


x 


Comme pour le virus isolé en 1943 a Jl’Institut Pasteur de 
Brazzaville dans des conditions analogues (J. Ceccaldi [4]), ce 
virus encéphalomyélitique présente a un trés haut degré le phé- 
nomene de l’auto-stérilisation. 

Pour donner quelques exemples de ce pouvoir pathogéne pour 
les animaux de laboratoire, nous ne pouvons mieux faire que de 
rapporter les détails des passages positifs et négatifs de trois des 
souches isolées : 

Souche OND... L.C.R. 


5 souris voie intracérébrale. 
1 souris, n° 356 malade. 
Y 


5 souris cerveau a cerveau. 
4 souris, n° 398 malade. 


Y 
¥ 
5 souris cerveau. Singe ies aa 
0 
‘i i ETey, 
Singe 175 (paraplégie) Singe 174. 
Y 0 
Y Y — v 
3 souris 6 souriceaux 2 singes n° 203 et 204 
mamelle. ceryeau. cerveau et péritoine. 
0 0 0 
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Souche FELIX... selles. 
Y 


Y 
Y : Y - ahh sai 
Singe 166; cerveau 6 souris, cerveau. Singe bh chi a 
paraplégie 4 souris mamelle, périioine. paren is 
7° jour. 2 cobayes, cerveau. jour. 
| 0 
an = aes — + 
Singes 227, cerveau 228, cerveau 229, cerveau 
paraplégie paraplégie paraplégie 
6° jour. 45° jour. S* jour. 
Y ficmncos ty y 
Singes 240, cerveau | 244, péritoine 2/2, cerveau | = -————--__—___ 
paraplégie parapleégie paraplegic 4 souris mamelle périteine. 
s* jour. {5° jour. {2° jour. 6 souris, cerveau. 
af 6 Soars ceryeau 2 rats, cerveau. 
2 cobayes, cerveau. . net emcee 
: cobayes, peritoine. i lapin, peritoine. 
ees psthrpcesd 4 lapin, intraveineux. 
i te Peete 2 cobayes, cerveau. 
i lapnn peritoins 2 cobayes, péritoine, | 
iidaninie intrawonnles 4 singe, péritoine.. | 
Lops 0 ial Cerco. galerilus agilis. | 
: y y y 
Singes 182, cerveau #83, cerveau 184, cerveau. 
paraplégie paraplégie 
Y g ph 9: jour. 
ae Nee ey 


6 souris, cerveau. 

1 singe, cerveau. 

1 singe, péritoine. 
0 


- : 
Singes 25/, périt. 254, périt. 
paraplégie 0 
ge jour. 


(apres 9 mois de conservation en 
glycérine & 50 p. 100, & — 25°). 
oy, 
Singe 260, cerveau 
paraplégie le 13° jour. 


(aprés 10 mois 1/2 de conservation 
& — 25°, en glycérine & 50 p. 100). 


U 


Y 
Singe 261, cerveau 
paraplégie le 6* jour. 


Ces trois exemples montrent Virrégularité de la sensibilité de 
la souris et du cobaye, par opposition A la quasi constance di 
singe. Nous devons ajouter qué la méme époque 8 essais d’iso- 
lement du virus sont restés négatifs, dont 5 a partir des selles 
et 3 a partir de L. C.-R. de malades présentant un syndrome de 
pohomyélite clinique. De méme deux essais de transmission du 
virus & partir de sang de malades présentant une température 
voisine de 40°, sang prélevé au tout début de la paraplégie et 
inoculé & la souris et au singe, sont restés négatifs. 

Ces exemples montrent également la rapidité de lauto-stérili- 
sation du virus et sa bonne conservation en glycérine a 50 p. 100, 
au congélateur & — 25°. 
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Souche GUY... selles. 
Y 


f \ a; iy eel ahi, babies Y 
6 souris, cerveau, Singe 164, cerveau 165, péritoine. 
4 souris mamelle, péritoine. paraplégie. 0 


4 lapin, cerveau, 
2 cobayes, cerveiu. 
0) 


a 
Pp CNeee ipscuere aes yo aes 
6 souris, cerveau. 1 singe, cerveau. Cobayes, cerveau 
2 rats, cerveau. 1 singe, péritoine. A589 4590 
2 rats, péritoine, ) paraplégie. mort? 
2 cobayes, péritoine. 
4 lapin, cerveau. 
1 lapin, péritoine. 
0 Y 
i 2 / Y Vey ‘ es Y 
1 singe, cerveau. Cobaye, cerv. Cobaye, cerv. Cobaye, périt. 
6 souris, cerveau. NGOS 4GO6 4607 
0) Beh ele. parésie. parésie. 
Y, 
2 cobayes 2 cobayes 2 cobayes 
cerv., périt. cery., périt. cerv., périt. 
0 0 0 


Parmi les animaux senstbles, il faut placer en premier lieu le 
singe. Les variétés qui se sont montrées trés sensibles sont : le 
chimpanzé, le Drill (Papio mandrillus leucophaeus) et les cerco- 
pitheques suivants : le moustac (Cercopithecus cephus), le pain 
4 cacheter (C. niclitans), le pogonia (C. mona nigripes), le tala- 
poin ou singe de palétuviers (C. talapoin) et enfin le C. aethiops 
cynosorus. Par contre deux Cercocebus galeritus agilis, inoculés 
avec du matériel virulent, n’ont pas réagi, et par la suite leur 
sérum a présenté un pouvoir neutralisant assez net. Pour assurer 
les isolements et les passages et pour pratiquer quelques tests de 
séro-neutralisation, nous avons inoculé 93 singes divers. 

La souris et le cobaye présentent une sensibilité trés variable, 
mais toujours minime. Sur les 198 souris inoculées, 13 seulement 
ont présenté une maladie expérimentale plus ou moins typique 
allant du simple mauvais état général a la paraplégie. Sur les 
36 cobayes inoculés, 5 seulement ont présenté une maladie exp:- 
rimentale avec parésie des membres postérieurs. 

Nous avons inoculé par différentes vores 18 lapins, 20 rals 
blanes, 2 poulets, 2 canards et 1 porcelet. Ces animaux n’ont 
rien présenté, sauf un lapin qui a été trouvé mort le douziéme 
jour suivant Vinoculation, mais pour lequel on ne peut rien 
conclure. 

La maladie expérimentale du singe peut reproduire point par 
point la maladie humaine, et présente une identité non seulement 
symptomatologique, mais biologique remarquable. 

Les voies d’inoculation intracérébrale et  intrapéritonéale 
paraissent donner des résultats identiques. La période d’incuba- 
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tion est en moyenne de huit 4 dix jours, avec minimum de six 
et maximum de vingt et un. Cette incubation de trois semaines 
a été obtenue avec une inoculation de faible dose de virus : dilu- 
tion a 1/160. otf 

La maladie débute par des troubles nerveux d’excitabilité, d’ins- 
tabilité et des tremblements sous forme de trémulations généra- 
lisées ou localisées a la téte et aux membres supérieurs, par 
exemple. Dans 75 p. 100 des cas on note une poussée fébrile 
a 40-41°. Cet état d’instabilité fébrile dure un a deux jours, et, 
brusquement, apparait une paraplégie flasque. Cette paraplégis 
se produit neuf fois sur dix au cours de la nuit et est constatée 
le matin. La paralysie est en général rapidement évolutive et, 
en un a quatre jours, on assiste a |’évolution ascendante : para- 
lysie des muscles lombaires, puis dorsaux, quadriplégie et enfin 
la mort par paralysie des centres bulbaires. Quelques animaux, 
cependant, ont présenté d’emblée une forme haute, avec para- 
lysie des nerfs craniens. D’autres enfin ont présenté une prédo- 
minance de signes méningo-encéphalitiques. La maladie expéri- 
mentale reproduit en somme toutes les formes cliniques de la 
maladie humaine. 

Tous les animaux cependant ne meurent pas et quelques-uns 
voient régresser les paralysies, mais il persiste toujours une 
importante atrophie musculaire qui rend l’animal définitivement 
impotent. 

Les lésions histologiques ont été étudiées sur l’encéphale et !a 
moelle de 36 singes. Les lésions macroscopiques sont caracté- 
risées par un état congestif et oedémateux des méninges sur tout 
axe nerveux. Le L. C.-R. est nettement hypertendu. 

[Les lésions microscopiques sont celles d’une méningo-encé- 
phalomyélite. Les méninges sont congestives, cedématiées et 
infillrées de lymphocytes, avec quelques polynucléaires. Cette 
infiltration lymphocytaire se poursuit dans les septa et le long 
des gaines périvasculaires de Robin-Virchow. Cette périvascula- 
rite 4 cellules rondes est généralisée a tout le névraxe, prédo- 
minant dans la substance grise, mais atteignant aussi la sub- 
stance blanche. On note également des nodules encéphalitiques 
composés de cellules rondes et de polynucléaires. Des lésions 
neuronales sont constatées au niveau des cornes antérieures de 
la moelle, et le maximum des lésions est observé au niveau de 
la moelle lombaire. Certains neurones moteurs présentent une 
homogénéisation et une hypercoloration du cytoplasme, avee 
pycnose plus ou moins avancée du noyau; ils sont alors Vobjet 
de belles images de neuronophagie par les polynucléaires et les 
macrophages. Cependant ces lésions sont surtout caractérisées 
par des phénoménes inflammatoires intenses et on ne retrouve 
pas au niveau des cornes antérieures de la moelle les lésions 
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dégénératives intenses et massives des neurones moteurs, lésions 
qui constituent la signature du virus poliomyélitique classique : 
Wickman [43]; Landsteiner et C. Levaditi [4]. 


3° CARACTERES BIOLOGIQUES DU VIRUS. 


Une étude poussée des caractéres biologiques du virus n’a pu 
élre menée a bien en raison, d’une part du manque momentané 
de singes, et d’autre part du phénoméne de l’autostérilisation, 
sur lequel C. Levaditi et ses coll. [8] ont attiré l’attention pour 
le virus poliomyélitique. 

Il s’agit d’un virus assez résistant qui se conserve en glycérine 
a 50 p. 100, a la température ordinaire, Pendant plusieurs jours. 
A VPétat congelé, au réfrigérateur & — 25°, il se conserve pendant 
plusieurs mois, et, toujours & — 25°, en glycérine a 50 p. 100, 11 
est parfaitement virulent aprés dix mois et demi, et vraisembla- 
blement beaucoup plus longtemps. 

Expérimentalement, par inoculation d’émulsion de cerveau, on 
a impression d’avoir affaire 4 un virus peu actif, puisque la 
dilution 4 1/160, en poids, semble étre le seuil de la virulence. 
Mais il faut certainement voir la un effet de cette autostérilisation 
qui se fait sentir dés le premier passage. Les résultats positifs de 
transmission par inoculation de matiéres fécales traitées laissent a 
penser qu’en réalité il s’agit d’un virus trés actif dans les conditions 
naturelles. 

La virémie chez le singe parait étre un phénoméne constant 
pendant la poussée fébrile qui précéde la paralysie, et elle dure 
jusqu’a la mort. Quatre essais ont été suivis de 4 transmissions 
positives : 


Singe 166 (souche Félix...) : température 40° quelques heures avant 
la mort. Inoculation de sang, recueilli sur liquoide, dans le péritoine 
du singe 169, qui est paralysé le treizi¢éme jour. 

Singe 166 (souche Félix...) : température 40° quelques heures avant 
la mort. Passage du sang au singe 168, qui est paralysé le neu- 
vieme jour. 

Singe 199 (souche Jeanne...) : température, 40°, le douziéme jour. 
Passage de sang au singe 237, qui est paralysé le neuviéme jour. 

Singe 200 (souche Blan...) : température, 40°3, la veille de la para- 
plégie. Passage de sang au singe 210, qui est paralysé le douziéme jour. 


Ce singe n° 200 a servi a l’étude de Ja virémie dans le temps. Cet 
animal a été inoculé dans le péritoine avec une émulsion de cerveau 
de singe de passage. Un prélévement de sang a été effectué tous les 
deux jours. Un seul de ces échantillons de sang s’est montré 
virulent, ¢’est celui prélevé le douziéme jour, veille de la paraplégie, 
alors que l’animal faisait sa poussée fébrile d’infection générale. Les 
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ry 


prélévements des deuxiéme, quatriéme, sixiéme, huitiéme et dixiéme 
jours n’ont rien donné, de méme que celui du quatorziéme jour. 
Précisons que l’animal fit une forme peu sévére dont il guérit. 

Nous avons enfin pratiqué deux essais chez des singes n’ayant 
pas présenté de fiévre. L’un des deux donna un résultat positif. 


Singe 227 (souche Félix...), pas de réaction fébrile, sang prélevé le 
jour de l’apparition de la paraplégie. Inoculation au singe 238, qui 
fut paralysé le vingtiéme jour. 

Singe 228 (souche Félix...), pas de réaction fébrile, sang prélevé le 
jour de l’apparition de la paraplégie. Inoculation au singe 239, qui 
ne présenta aucune manifestation pathologique. 


L’élimination du virus dans les selles du singe constitue encore 
une ressemblance avec la maladie humaine. Cependant il semble, 
d’aprés l’unique observation que nous ayons pu Ssuivre convena- 
blement, que cette élimination soit de courte durée. I] s’agit d’un 
chimpanzé qui a été inoculé dans le péritoine avec un virus de 
passage et qui a présenté une maladie inapparente (tout au 
moins quant aux signes nerveux). Les selles de cet animal ont 
été recueillies les troisiéme, cinquiéme, septiéme, neuviéme, 
douziéme et seiziéme jours aprés linoculation. Les résultats ont 
été les suivants (traitement des selles selon Ja méthode de 
P. Lépine) : 

Selles du troisi¢me jour inoculées au singe 211, paralysé te 
quinziéme jour. 

Selles du cinqui¢éme jour inoculées au singe 212, paralysé le 
onziéme jour. 

Selles du septiéme jour inoculées au singe 213, paralysé le 
onziéme jour. 

Selles du neuviéme jour inoculées au singe 214, paralysé le 
quinziéme jour. 

Selles du douziéme jour inoculées au singe 230, paralysé le 
quinziéme jour. 

Selles du seiziéme jour inoculées au singe 232, aucune réaction. 


Il. —. Etude épidémiologique. 


Les facteurs épidémiologiques favorisants pour le déclen- 
chement de cette petite épidémie ont été de deux sortes : des 
conditions climatologiques particuliéres et des vaccinations anti- 
variolo-amariles effectuées dans les villages africains. 


1° LEs FACTEURS CLIMATOLOGIQUES. 


La saison des pluies, qui est aussi la saison chaude. dure. 
2 Brazzaville, de fin septembre a fin mai. Les pluies sont a pen 
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prés également réparties pendant ces mois, sauf au mois de 
janvier, ol existe une « petite saison séche » plus ou moins 
marquée suivant les années. C’est-a-dire que pendant huit 
a quinze jours il ne pleut pas. Mais le résultat ne se traduit pas 
en définitive par une réelle sécheresse au cours de ce mois de 
janvier et, sur une moyenne établie en dix ans, la hauteur d’eau 
tombée en janvier n’est inférieure que de peu a celles des mois 
de décembre et de février. 

Par contre, l’année 1951 a été marquée par une petite saison 
séche anormalement prolongée et chaude, succédant aA un mois 
de décembre trés pluvieux. Ce qui fait que se sont rencontrées 
les conditions climatologiques de sécheresse de lair et d’abais- 
sement de la nappe d’eau, conditions dont le réle a été relevé 
dans l’épidémiologie de la pohomyélite par C. Levaditi et 
H. Hornus [9], H. Hornus [8] et C. Levaditi, P. Lépine et 
H. Hornus [40]. Or, on ne peut nier que l’épidémiologie du virus 
encéphalomyélitique de Brazzaville ne présente des similitudes 
étonnantes avec celle du virus poliomyélitique. Le passage du 
virus dans les selles du malade est certainement le facteur pri- 
mordial de la contamination humaine par souillure de la nappe 
d’eau et ses conséquences alimentaires habituelles. Nous verrons 
dans un instant le role possible de la virémie chez ’homme, mais 
4 notre avis il ne peut s’agir que d’un réle secondaire. 

Le tableau suivant, dressé avec les données du Service Météo- 
rologique de Brazzaville, rend compte des facteurs climatolo- 
giques dont nous soulignons lV’importance. 


MOYENNE SUR 10 ANNEES SAISON 1950-1954 


Nombre 
de jours 
de pluie 


Nombre 
de jours 
de pluie 


Hauteur d'eau 
en mm. 


Hauteur d'eau 
en mm. 


Décembre ... . 54, 13 
Vanviele saxti se. ; 4 
evrier ce. tte. 5,4 10 
Maisriyesy. sa) 25 44 


VACCINATIONS ANTIVARIOLO-AMARILES. 


Dans le courant des mois de décembre 1950 et de janvier 1951 
il a été pratiqué environ 50 000 vaccinations antivariolo-amariles 
dans les villages africains de Brazzaville. 

Les réactions vaccinales constatées ont été banales jusqu’a la 
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deuxiéme quinzaine de janvier. A ce moment sont apparus un 
certain nombre de cas de réactions tardives méningo-encépha- 
litiques sortant du cadre de la bénignité habituelle, et nécessitant 
Vhospitalisation d'une dizaine de malades. Une quinzaine de 
jours plus tard apparaissaient les premiers cas de la maladie 
qui, cliniquement, se présente comme la poliomyélite. 

On sait en effet que, quel que soit le vaccin utilisé, vaccin 
neurotrope souris de l'Institut Pasteur de Dakar ou vaccin de 
culture sur ceuf embryonné de 1’Institut Rockefeller utilisés en 
injections, ou vaccin mixte variolo-amaril utilisé en scarifications 
cutanées (Peltier, Durieux, Jonchére et Arquié (44, 12), on 
observe dans 0,5 A 1 p. 100 des cas une réaction méningo- 
encéphalitique tardive, survenant du douziéme au quinziéme 
jour, toujours bénigne et guérissant sans séquelles. L’ association 
des virus amaril et vaccinal ne donne d’ailleurs pas plus de réac- 
tlons nerveuses que le vaccin amaril employé seul. Expérimen- 
talement, P. Lépine, J.-C. Levaditi et V. Sautter [6] ont montré 
que l'association des deux virus n’exaltait le neurotropisme ni 
de Yun ni de autre. 

Ces réactions post-vaccinales tardives sont considérées comme 
déterminées par le virus amaril, elles ne constituent que la 
manifestation expérimentale du méningotropisme et du neuro- 
tropisme du virus amaril. Ceci est vrai pour les réactions 
bénignes, mais chaque fois qu’ont été constalés des accidents 
plus ou moins graves, nous sommes persuadés qu’il s’est agi de 
la sortie, de l’exaltation de Ja virulence d’un virus latent, 
différent du virus amaril. Et ceci est si vrai qu’a l'occasion de 
ces accidents de multiples essais d’isolement du virus amaril 
ont été tentés, mais aucun n/a été suivi de succés. 

C. Durieux [2] avait envisagé cette pathogénie pour les acci- 
dents graves survenus a Brazzaville en 1944, & la suite de la 
vaccination antivariolo-amarile. A cette époque, A la suite de 
plus de 100 000 vaccinations, furent constatés de nombreux cas 
de méningo-encéphalite qui firent 17 décés. 

Des inoculations furent pratiquées a l'Institut Pasteur de 
Brazzaville. Le L.C.-R. de 7 malades fut inoculé a des lots 
de souris par voie intracérébrale sans aucun résultat. Pour un 
malade le liquide fut inoculé en plus a un singe et un lapin. 
Le singe ne fit aucune maladie, mais le lapin fut trouvé parésié 
du train postérieur le neuviéme jour et mourut le dixiéme. 
Les passages ultéricurs sur lapin et souris ne donnérent aucun 
résultat, 

Nous devons done retenir comme facteur épidémiologique 
adjuvant Vinfluence de la vaccination antivariolo-amarile, qui, 
associée & des conditions climatologiques favorables, a favorisé 
exaltation de Ja virulence d’un agent pathogéne latent. 
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3° ROLE EPIDEMIOLOGIOUE DE LA VIREMIE. 


Nous avons vu que, si expérimentalement la virémie est quasi 
constante chez le singe, nous ne pouvons conclure a sa fréquence 
chez homme. Un succés sur 38 essais laisse encore toutes les 
possibilités. En supposant que cette virémie existe avec une 
certaine fréquence, on ne peut incriminer que le moustique 
comme arthropode hématophage pouvant jouer un réle dans la 
transmission de la maladie. Ceci découle de la dispersion des 
cas et de leur dissémination dans toutes les parties des villages 
indigénes. 

Nous avons pratiqué 8 essais d’isolement de virus a partir de 
moustiques divers capturés dans les villages indigénes en 
période épidémique. Nous avons inoculé le plus souvent un 
broyat de moustiques de diverses espéces : anophéles, stégo- 
myias, taeniorhynchus. 

Trois inoculations 4 la souris seule ont été négatives. 

Trois inoculations a la souris et au singe ont été négatives. 

L’inoculation du broyat d’un mélange d’anophéles, de stégo- 
myias et de taeniorhynchus (additionné de pénicilline) 4 6 souris 
par voile intracérébrale a donné les résultats suivants : 

Une souris, n° 470, a été trouvée paraplégiée le vingt et uniéme 
jour. Les autres souris inoculées n’ont rien présenté. Le cerveau 
de cette souris a été inoculé a 6 autres souris et a un singe 
cercopithéque par voie intracérébrale. Les souris n’ont rien pré- 
senté. Le singe a présenté une paraplégie le onzi¢me jour 
(singe 176). L’examen histologique a montré des lésions diffuses 
et discrétes de méningo-encéphalite et quelques lésions neuro- 
nales de pycnose nucléaire et d’hypercoloration cytoplasmique 
au niveau des cornes antérieures de la moelle. Un passage 
effectué sur deux singes, l’un par voie intracérébrale et l’autre 
par vole intrapéritonéale, a été négatif. 

Dans une autre expérience, linoculation du _ broyat de 
30 Taeniorhynchus africanus 4 6 souris et & un singe a donné les 
résultats suivants : 

Les 6 souris n’ont rien présenté. Le singe (n° 192) a été trouvé 
mort le cinquiéme jour. L’examen histologique du cerveau et de 
la moelle a mis en évidence, malgré les lésions d’autolyse cada- 
vérique, un certain degré de méningite et de périvascularite. Le 
passage A deux singes, l’un inoculé par voie intracérébrale et 
Vautre par voile intrapéritonéale, a été négatif. 

De ces expériences, aucune conclusion précise ne peut étre 
tirée. Il est possible que le virus qui fait objet de cette étude 
ait été présent chez les moustiques et chez les animaux inoculés, 
mais nous n’en avons aucune preuve. L’avenir fixera sur ce 
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point. Pour l’instant nous ne pouvons que retenir la possibilité 
d’une transmission par le moustique. 


4° AUTRES FACTEURS EPIDEMIOLOGIQUES. 


Nous avons dit que la trés grande majorité des sujets atteints 
étaient des enfants de moins de dix ans. Nous pensons qu’il faut 
voir 14 le méme phénomeéne épidémiologique qui se produit pour 
beaucoup d’infections, lesquelles ne se manifestent cliniquement 
que chez les enfants, les adultes étant immunisés par une maladie 
bénigne passée inapercue ou une maladie inapparente. Ceci est 
surtout trés net dans les infections comme la poliomyélite’ dont 
la majorité des cas se manifeste seulement sous la forme 
erippale (poliomyélite infection) et dont quelques cas seulement 
donnent la localisation secondaire sur le systeme nerveux (polio- 
myélite maladie). Le virus encéphalomyélitique de Brazzaville 
ne se comporte pas différemment et il faut trés vraisemblable- 
ment lui rapporter les quelques cas de poliomyélite clinique 
observés en 1943 et les cas de méningo-encéphalite consécutifs 
a la vaccination antivariolo-amarile en 1944. 

Nous avons constaté que les Européens pouvaient étre atteints 
comme les Africains, et les garcons comme les filles. I] n’existe 
done pas de dilférence sensible suivant la race ou le sexe. 


Discussion et conclusion. 


Nous avons isolé a Brazzaville un virus encéphalomyélitique 
qui présente des analogies biologiques importantes avec le virus 
pohomyéhtique, mais qui en différe d’une fagon absolue par cer- 
tains de ces caractéres. 

Le pouvoir pathogéne naturel est assez polyvalent, donnant 
tantot une prédominance méningée et encéphalitique et tantot 
une prédominance médullaire. Dans ces derniers cas la maladie 
est cliniquement identique 4 la paralysie infantile, avec sa phase 
(infection générale pseudo-grippale et Vapparition brusque 
dune paraplégie flasque. La régression de cette paralysie et les 
atrophies musculaires consécutives ne sont pas différentes de 
celles données par la poliomyélite. 

L’élimination du virus dans les selles chez ’homme et chez le 
singe, la maladie expérimentale clinique du singe sont autant 
d’éléments qui rapprochent les deux virus. 

Par contre les lésions histologiques étudiées chez le singe 
montrent que, tout au moins chez cet animal et expérimentale- 
ment, nous avons alffaire 4 une encéphalomyélite et que, d’une 
part la présence de Iésions encéphalitiques diffuses A tout le 
névraxe, et d’autre part l’absence des Iésions neuronales dégéné- 
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ratives si intenses avec le virus poliomyélitique, permettent de 
différencier nettement les deux virus. 

Il en va de méme pour la constatation d’une virémie chez 
homme et chez le singe et pour la transmission possible a la 
souris et au cobaye obtenue directement. En effet, les souches de 
polhiomyélite du groupe Lansing, transmissibles 4 la souris, n’ont 
pu étre adaptées a cet animal qu’aprés passage sur le sigmodon. 
Quant au cobaye, il n’a jamais été infecté avec un virus polio- 
myéhtique authentique. 

Malgré les analogies qui, de prime abord, rapprochaient le 
virus de Brazzaville du virus poliomyélitique, il faut done 
convenir que c’est dans le groupe, déja important, des virus 
encéphalomyélitiques qu il faudra rechercher une parenté ou 
une similitude. Et c’est étude immunologique comparative avec 
Jes principaux virus encéphalomyélitiques connus, et en parti- 
culier ceux des régions tropicales en Afrique et en Amérique, 
qui permettra de caractériser le virus de Brazzaville. 

Cette étude immunologique est en cours et fera l’objet d’une 
publication ultérieure. 
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LES HEMAGGLUTINOGENES ET LES HEMAGGLUTININES 
DES SANGS DE VIPERES 


1. — VIPERA ASPIS 


par J. FINE et A. EYQUEM (°). 


(Institut Pasteur. 
Service R. Dusarric DE LA RIviERE.) 


L’étude des agglutinogénes et des agglutinines existant dans 
le sang des différentes espéces animales a été l’objet d’un grand 
nombre de travaux qui ont permis de préciser les inter-relations 
existant entre différentes espéces. Jusqu’é maintenant, rares sont 
les études qui ont été consacrées aux animaux Aa sang froid. 

Morris et Fishbein, en 1913 [4], n’ont pas trouvé d’iso- 
agglutinines a examen de 20 grenouilles. 

A. Do Amaral et D. V. Klobusitzky [2] ont étudié les iso- 
agglutinines de 8 espéces de reptiles (5 genres appartenant 
a3 familles) : les Boidés (g. Constrictor), les Colubridés (g. Dymo- 
bius et g. Ophis), les Crotalidés (g. Bothrops et g. Crotalus), 
2 espéces de crapauds (Bufo marinus et Ceratophryx dorsata), 
enfin une espéce de lézard de la famille des Iguanidés (Polychrus 
acutirostris). Ces auteurs concluent que les plasmas des animaux 
a sang froid examinés ne contenaient aucune iso-agglutinine. Chez 
cerlaines espéces (Bufo et Bothrops), ils ont observé des hétéro- 
agglutinines pour les globules rouges de lézard. Le plasma des 
8 espéces de serpents examinés ne contenait pas d’hétéro- 
agglutinines pour les globules rouges de chevaux, de méme que 
le sérum de cheval ne possédait pas d’hétéro-agglutinines pour 
les globules rouges de serpent. 

G. Bond [8], en 1939, étudiant les iso-agglutinines de certains 
serpents, constala que, lorsqu’il y avait agglutination entre sérums 
et globules rouges de différentes espéces, cette agglutination ne 
se produisait pas entre les individus d’une méme espéce, ni entre 
les espéces d’un méme genre. Les sérums les plus actifs rencon- 
trés appartenaient 4 une espéce de serpent aquatique, le Natrix 
sipedon pectiventris de la famille des Colubridés, et donnaient 
une hétéro-agglutination entre les genres de la méme famille, 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 juin 1958. 
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Le sérum de 27 spécimens appartenant a la famille des Crota- 
lidés provoquait lagglutination des globules rouges de Natrix 
sipedon pectiventris. On voit, de ce fait, que l’agglutination entre 
les sangs d’animaux de familles différentes est courante. 

G. Bond étudia ensuite les relations existant entre les hémag- 
glutinines de ces reptiles et les groupes sanguins humains. 
L’examen de 112 échantillons de sérums de serpent, représentant 
18 espéces de 10 genres, lui a montré que 35 ne possédaient pas 
d’agglutinines anti-humaines, 2 possédaient une ageglutinine anti-A, 
22 possédaient 2 agglutinines (anti-A et anti-B), 37 possédaient 
3 agglutinines (anti-A, anti-B, auxquelles venait s’ajouter une 
agglutinine hétéro-spécifique). _ 

ll n’y avait aucune corrélation entre les espéces et le fait que 
celles-ci possédaient dans leur sérum l’agelutinine anti-A seule 
ou associée a l’anti-B. Ces agglutinines sont détruites a 63° de 
méme gue les agglutinines naturelles anti-A et anti-B. 

Ce méme auteur [4], en 1940, étudia les hémageglutinines de 
42 spécimens d’une espéce de tortue ect retrouva les mémes 
agelutinines que chez les serpents. Six possédaient de l’anti-A 
seule, 10 possédaient de |’anti-B, 10 possédaient de l’anti-A, de 
Vanti-B et une agglutinine hétéro-spécifique. De plus, les globules 
rouges de tortue ne contiennent pas d’agglulinogénes décelables 
par les sérums anti-A et anti-B d’origine humaine. 

L’examen de 50 sérums d’Alligator mississipiensis montra éga- 
lement la présence de 2 agglutinines comparables aux aggluti- 
nines anti-A et anti-B humaines associées a une ageglutinine 
hétéro-spécifique. 

J. E. Cushing [5], en 1952, étudiant deux espéces de poissons, 
le Neothunnus macropterus et le Katsuwonus pelamis, observa 
chez ceux-ci la présence, d’une part, d'une agglutinine anti-B 
identique 4 l’agelutinine anti-B humaine, d’autre part, d'une hétéro- 
agelulinine réagissant avec les globules rouges de mouton, les 
globules rouges de cobaye, associées a une agglutinine hétéro- 
spécifique agglutinant tous les globules rouges humains. I] est 
cependant a noter que cette agglutinine anti-B n’était pas présente 
dans tous les échantillons examinés. 

Dans les sérums d’anguilles (Anguilla japonica), Sugishita [6], 
en 1935, individualisa une agglutinine « anti-E » décelant un 
nouvel agglutinogéne E présent sur les globules rouges humains. 

Wiener, en 1943, émit Vhypothése que l’agglutinine anti-E 
des sérums d’anguilles était en fait une agglutinine anti-O, iden- 
tique a celle que l’on trouve dans certains sérums de hovidés 
(Schiff, 1927) ou dans certains sérums de chévres immunisées 
par le bacille de Shiga (Eisler, 1930). Jonson [7], en 1944, 
montra que l’on trouvait cette agglutinine anti-O dans environ 
50 p. 100 des sérums d’Anguilla anguilla. En 1949, Cazal et 
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Courti] [8, 9] étudiérent cette agglutinine anti-O avee des sérums 
d’anguilles de la région montpelliéraine. 

Notre étude a porté sur une seule espéce de reptile ophidien, 
de la famille des Viperinae, appartenant 4 l’espéce Vipera aspis. 
Nous avons commencé a examiner le mélange des sérums de 
200 vipéres de facon a avoir une quantité suffisante de sérum 
pour pratiquer les réactions d’agglutination et les épreuves 
d’absorption et nous avons recherché : 

D’une part, l’existence dans ces sérums d’hétéro-agglutinines 
vis-a-vis des érythrocytes humains ct des érythrocytes animaux 
et a en préciser la nature, le titre et la spécificité ; 

D’autre part, Vexistence d’hétéro-agglutinines humaines ou 
animales vis-a-vis des globules rouges de Vipera aspis. 


J]. — ExXIsTENCE DANS LE SERUM DE « VIPERA ASPIS ) 
D BETERO-AGGLUTININES SPECIFIOQUES ANTI-A ET ANTI-B. 


L’examen de 101 échantillons de globules rouges nous 
a permis de constater que : 

1° Sur 49 sangs humains génotypés du point de vue A, B, O, 
M, N, ©, D, E, c, d, e, comprenant 13 globules A, 7 globules B, 
4 globules AB, 25 globules O, tous les globules rouges porteurs 
des agglutinogénes A et B étaient fortement agglutinés alors que, 
sur 25 globules rouges O, 16 ne présentaient aucune agelutina- 
tion, 9 des traces d’agglutination faible disparaissant par dilution 
du plasma au demi. 

2° Sur 52 échantillons de globules humains, 34 appartenant 
aux groupes A, B ou AB étaient agglutinés fortement, alors que, 
sur 18 appartenant au groupe O, 2 seulement présentaient une 
faible agglutination. 

Il nous a été possible de mettre en évidence 3 hémo-ageglu- 
linines distinctes en pratiquant des absorptions a l'aide de 
culots globulaires lavés A, B, O et AB. Ces absorptions ont été 
réalisées en mettant en contact volume a volume les culots glo- 
bulaires et le sérum de Vipera aspis inactivé a 56° pendant 
trente minutes et laissé dix-huit heures a la_ glaciére. Les 
résultats sont exprimés dans le tableau I. Il existe dans le sang 
des vipéres une agglutinine spécifique anti-A absorbée par les 
globules rouges A et AB, une agglutinine spécifique anti-B 
absorbée par les globules B et AB, enfin une agglutinine 
hétéro-spécifique absorbée par tous les globules rouges humains 
quels qu’ils soient. I] ne parait pas exister d’agglutinines déce- 
lant, d’une maniére spécifique, les agglutinogénes M, N, P, C, 
Dre eerd.) B, 

Nous avons vérifié en examinant le sérum prélevé séparément 
chez 14 exemplaires de Vipera aspis que le sérum de chaque 
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individu présentait les mémes cara ctéristiques sérologiques ren- 
contrées lors de l’étude des mélanges de sérums. 


Tasteau Il. — Hétéro-agglutinines spécifiques anti-A et Anti-B 
dans le sérum de Vipera aspis. 


GLOBULES ROUGES TESIES 
SERUMS EXAMINES 


G.R.O | G.R.A, | G.R.B | GR. AB 
—————————————————— | } 
Sérum non absorbé.. . ot 4 | 4 4 
Sérum absorbé par des globules 
rouges O. . 0 3 4 3 
Sérum absorbé par des ‘globules 
rouges A, . . 0 0 4 | 3 
Sérum absorbé par des globules | 
rouges; Baer 0 4 0 4 
Sérum absorbé par des ‘globules 
rouges AB. . . : : 0 0 0 | 0 
, agglutination massive ; 3, agglutination se fragmentant en gros agglutinats; 2, agelu- 


es se fragmentant en agelutinats moyens; 1, faible agglutination ; 0, absence 
dagglutination. 


IJ. — EXISTENCE DANS LE SERUM DE « V. ASPIS » 
D HETERO-AGGLUTININES ACTIVES CONTRE LES ERYTHROCYTES ANIMAUX. 


L’étude effectuée a l'aide de globules rouges de 56 moutons 
différents, 52 chevaux, 15 chévres, 7 beeufs, 10 anes et 2 chiens, a 
donné les résultats suivants : 


2a ENTS ge TO 
Ghevawx. (eee 4. See eee icy 52 52 0 
CheyEesie mek eter ke aera se, LO 5 10 
ROWIUCS ee Seer ee oe SE i 40 
Moutons : 
real pes= cer wees wees eee kU 16 0 
Tiimousinss< 25 eer oe. 2 eg 9 0 
South=Dowiis sop sipek c) cure la AS 0 43 
Rambouittes: .. = . 2 - YO 8 4 
Astrakans. 4 3 4 
Bizets. be ek ag a <a de 3 2 
Chiens. Cee eect eck s  nbleic: 0) 2 
INVES Le SRE ie OO ee epee a Beer 40 0 


Il ressort de ce tableau que tous les globules de chevaux, 
d’anes et de moutons des races Préalpes, Limousin, sont agglu- 
tinés par les sérums de vipéres, alors que, pour les autres espéces 
(bovidés, chévres, chiens), les résultats sont négatifs ou ne pre- 


sentent qu’un faible pourcentage de positivité. 
Il fant noter que, parmi les moutons examinés, les globules 
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de ceux appartenant a la race South-Down n’ont pas été agglu- 
tinés par un mélange de sérums de vipére. Mais de nouveaux 
examens, pratiqués a l’aide d’un mélange de sérums différent du 
premier, ont montré que ces globules pouvaient étre agglutinés. 
Il parait done s’agir beaucoup plus d’une hétéro-agglutinine de 
faible titre que de l’absence d’une hétéro-agglutinine. 

Il existe donc dans les différents sérums de vipéres des hétéro- 
agglutinines anti-globules rouges de Cheval et d’Ane, anti- 
globules rouges de Mouton, anti-globules rouges de Chévre, plus 
rarement des hétéro-agglutinines contre les globules de Beeul, 
bien que la série de globules rouges étudiés comprenne des glo- 
bules rouges de bceufs appartenant 4 la classe agglutinable. 

Nous avons cherché l’existence d’une relation entre |’agglu- 
linine active vis-a-vis des globules rouges animaux de différentes 
espéces et les agglutinines anti-A et anti-B d’origine humaine. 
Le sérum de vipére, qu’il soit absorbé par des globules rouges A, 
par des globules rouges B ou par des globules rouges O, garde 
son pouvoir agglutinant vis-a-vis de tous les globules rouges sur 
lesquels il était actif avant cette absorption. Il y a done indépen- 
dance entre les agglutinines anti-A et anti-B et les hétéro-agglu- 
tinines actives sur les globules rouges de certains animaux. 


Il]. — Tirres DES HETERO-AGGLUTININES 
DES SERUMS DE « VIPERA ASPIS ». 


L’examen des titres des hétéro-agglutinines présentes dans le 
sérum de vipére a montré un titre agglutinant anti-A, assez élevé, 
supérieur 4 celui de lVagglutinine anti-A, ou anti-B. 

Parmi les animaux, ce sont les chevaux et les Anes qui sont 
agglutinés le plus fortement. Les globules rouges de chien et 
de boeuf ne le sont pas ou trés faiblement. 

Le tableau IT résume les titres de ces hétéro-agglutinines. 


IV. — HErRo-aGGLUTININES DES SERUMS HUMAINS 
ACTIVES CONTRE LES GLOBULES ROUGES DE « V. ASPIS ». 


Bien que dans Véchelle zoologique, homme soit situé trés 
loin de la vipére, il n’y a que la moitié des individus qui pos- 
sédent des agglutinines actives contre les globules rouges de 
vipere. Les résultats sont exprimés dans le tableau III. 


V. — HE&T&RO-AGGLUTININES DES SERUMS 
DES DIFFERENTES ESPECES ANIMALES 
AOTIVES CONTRE LES GLOBULES ROUGES DE « V. ASPIS » 
ET LEUR TITRE AGGLUTINANT. 


Des titrages effectués sur 188 sérums animaux appartenant 
i différentes espéces zoologiques ont montré la présence d’hétéro- 
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Tasteau Il. — Taux des hétéro-agglutinines du sérum de Vipera aspis. 
(Hétéro-agglutinines anti-A, anti-B, agglutinines hétérospéci- 
fiques.) 


Globules rouses Titre du sérum. 
testés Tot au S.5, Tot du 11.5, 


ae ea 
(eee | Pe Cae ee eer 


Lae) 


1/2 


1/64 
1/128 


1280 I/128 
MCUTCN S$ 1/8 
CHEVRE CIPO 1/16 1/32 
Clp22 1/4 1/4 
1/32 


SOURIS 1/32 
CHIEN 17 


Tasiesu Ill. — Hétéro-agglutinines de certains sérums humains 
actives contre les globules rouges de Vipera aspis. 


Ne 
Ag 


BCEUF 27C if, 
CHEVAL 1276 1/128 
1 
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H 
PS 
ies) 
iw) 


HH 
SS] 
HH & 
OQ] wo 


Nomore de sérums |Réactions | Réactions| Réacticons positives a] Agglutinine 
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agglulinines actives vi-a-vis des globules rouges de vipere, dans 
la proportion d’environ 95 p. 100 des cas. Les différents titres 
de ces hétéro-agglutinines sont résumés dans le tableau IV. 
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Tasteau IV. — Hétéro-agglutinines des sérums de différentes espéces 
axa actives contre les globules rouges de Vipera aspis et leur 
taux d’activiteé. 
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En résumé, Vétude sérologique d’environ 200 sangs de Vipera 
aspis nous a permis de mettre en évidence dans leurs sérums : 

a) Des hétéro-agglutinines spécifiques anti-A et anti-B dirigées 
contre les agglutinogénes érythrocytaires A et B humains exis- 
tant a des titres importants, respectées par des absorptions sélec- 
lives et présentant les caractéres des iso-agglulinines normales 
anti-A et anti-B humaines. 

b) Une agglutinine hétéro-spécifique active sur tous les globules 
rouges humains, A un faible titre. 

c) Des hétéro-agglutinines actives, A des taux variables, sur 
les érythrocytes de différentes espéces animales (Cheval, Ane, 
Mouton, Chévre, Boeuf, Souris). 

Les globules rouges de V. aspis permettent, d’autre part, la 
mise en évidence d’hétéro-agglutinines de titre variable présentes 
dans certains sérums humains (55 p. 100 des cas) et dans cer- 
tains sérums de différentes espeéces animales (95 p. 100 des cas). 

Des titrages effectués sur 63 sérums humains et 138 sérums 
animaux ont montré leurs titres respectifs dans.ces différentes 
espéces animales. 


Les résultats que nous avons obtenus dans cette étude sérolo- 
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gique chez V. aspis montrent la présence dans le sérum de cet 
animal d’agglutinines spécifiques anti-A et anti-B, déja décelées 
dans des espéces du méme ordre zoologique, mais de familles 
différentes, ou méme chez des espéces d’ordres différents. De ces 
deux agglutinines présentes chez les Ophidiens, Chéloniens et 
Sauriens, seule ]’anti-B a été retrouvée chez les Poissons. 
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L’ANALYSE IMMUNOCHIMIQUE DU SERUM HUMAIN 
ET DE SES FRACTIONS 


1. — INVENTAIRE PROVISOIRE DES CONSTITUANTS 
DE LA PRINCIPALE FRACTION DE GLOBULINES 


par Jacques OUDIN ("*). 


(Institut Pasteur.) 


Les études entreprises jusqu’aé présent en vue de l’analyse des 
constituants du sérum ont principalement été faites au moyen des 
techniques physico-chimiques, dont la plus ancienne est le frac- 
tionnement par les sels neuitres. 

L’immunochimie par les techniques classiques ne semblait pas 
étre plus favorable a une telle analyse que les méthodes physico- 
chimiques. Goldsworthy et Rudd [2] avaient observé, en 1935, 
par méthode de Dean et Webb, une ou deux zones selon les 
immunsérums de lapin qu’ils faisaient réagir avec du sérum de 
cheval. F. Kendall, en étudiant plusieurs fractions de relargage 
au moyen d’immunsérums préparés par l’injection de ces frac- 
tions, distinguait, en 1937-1938, 4 antigénes dont 3 globulines 
dans le sérum humain [8]. Naylor, par l’emploi combiné des 
méthodes de Ramon et de Dean et Webb, et étude des courbes 
isochrones, dénombrait, en 1948, 4 antigénes participant a la 
réaction du sérum de cheval avec ’immunsérum de lapin [4], en 
1949, 5 antigénes avec le sérum, et 3 (peul-étre 4) avec une 
préparation de globulines [5}. 

La précipitation spécifique au cours de la diffusion en milieu 
gélifié, devait fournir un moyen efficace d’analyse immuno- 
chimique. Dés nos premiers travaux, en 1946 [7, 8], il devint 
évident que le nombre des antigénes constituants du sérum de 
cheval n’était pas inférieur a 9. Il était done utile, en raison de 
Vimportance de ce nombre, de ne pas se limiter A une étude 
du sérum entier, mais de diviser le probléme en travaillant sur 
des fractions séparées. 

_ Dans V’impossibilité de choisir parmi les techniques de frac- 
lionnement actucllement en usage, puisqu’elles n’ont pas encore 


(*) Manuscrit recu le 21 février 1953. 
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6té soumises comparativement au critére dont nous disposons, 
nous avons utilisé la plus ancienne qui était aussi, matériellement. 
plus a notre portée : le relargage par le sulfate d’ammonium. Nous 
avons séparé le sérum en quatre fractions dont la premiére a été 
précipitée par le sulfate d’ammonium a 45 p. 100 de saturation. 
Cette fraction, qui est supposée contenir la plus grande partie des 
globulines, a servi 4 préparer un immuns¢érum. Le présent travail a 
pour objet une premiére étude qualitative, au moyen de cet 
immunsérum, des antigénes contenus dans la fraction 45 et dans ses 
sous-fractions. 
TECHNIQUES. 


Fractionnement. — Le sérum humain soumis au fractionnement est 
un mélange d’un trés grand nombre d’échantillons de sérums de 
sujets différents ayant été soumis 4 des réactions sérologiques en vue 
du diagnostic de la tuberculose ou de la syphilis avec des réponses 
négatives (1) ; le volume de chaque échantillon est en moyenne de 
426 cm. 

Les sérums, centrifugés et additionnés de merthiolate (10-4) sont 
conservés en chambre froide (environ + 4°) pendant un délai allant 
de quelques jours 4 quelques mois, jusqu’au moment du fractionne- 
ment. Le fractionnement est entrepris sur des lots dont le volume est 
généralement d’environ 1,500 I. 

Une premiére fraction est préparée en mélangeant le sértim, refroidi 
dans la glace fondante, au volume de solution saturée de SO,(NH,), 
nécessaire pour que la concentration finale de solution saturée soit de 
45 p. 100; ce volume est ajouté en une demi-heure environ, et lie 
mélange est soumis a une agitation mécanique qu’on prolonge pendant 
vingt ou trente minutes aprés la fin de l’addition. Le mélange est 
laissé 4 la chambre froide jusqu’au lendemain ou surlendemain. Le 
précipité est récolté a la température du laboratoire sur un entonnoir 
Buchner de 20 cm de diamétre ; lorsque la totalité du précipité est 
sur le filtre, le précipité est lavé environ quinze fois par 50 cm* chaque 
fois de solution de sulfate d’ammonium Aa 45 p. 100 de saturation, 
puis par plusieurs centaines de centimétres cubes (dont le filtrat a 
peu prés incolore sera recueilli et précipité 4 55 p. 100 de saturation). 
Le précipité, trés abondant et peu coloré est alors essoré, dissous dans 
un volume faible d’eau distillée, et dialysé contre de l’eau salée a 
0,85 p. 100. Le filtrat de la précipitation 4 45 p. 100 est additionné, 
dans les mémes conditions que ci-dessus, d’tin volume de solution 
saturée de sulfate d’ammonium calculé pour que la concentration 
finale soit de 55 p. 100 de solution saturée. Le précipité, rouge brun 
et trés peu abondant, est recueilli par centrifugation prolongée ou par 
filtration, dissous et dialysé. Le filtrat est amené, dans les mémes 
conditions que ci-dessus, & une teneur en solution saturée de sulfate 
d’ammonium égale 4 65 p. 100 du volume final. Le précipité produit, 


(1) Nous remercions M™ Principe, de l'Institut Prophylactique, a 
Vobligeance de qui nous devons d’avoir pu réunir les quantités de 
sértim nécessaires a ce travail. 
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trés abondant, est recueilli un ou plusieurs jours plus tard sur enton- 
noir Buchner, essoré, dissous, dialysé. Le filtrat est additionné de 
cristaux de sulfate d’ammonium en quantité suffisante pour obtenir 
la saturation. 

On récolte donc essentiellement 4 fractions : 45, 55, 65 et 100 (Gl 
ne sera pas question de cette derniére fraction dans le présent travail). 

Sous-fractionnement de la fraction 45 : on part de 100 cm*® de 
fraction 45 dialysée, contenant 18 mg d’azote par centimétre cube, 
qu’on ajuste 4 pH 7,6. On fera ce fractionnement en ajoutant en 
proportions appropriées, A ce liquide et aux liquides surnageants de la 
centrifugation des précipités, un mélange de quatre volumes de solu- 
tion saturée de sulfate d’ammonium additionnée d’un peu d’ammo- 
niaque, et d’un volume de tampon phosphate 1/5 molaire de pH 7,6 ; 
le pH de la dilution au 1/10 de ce mélange est de 7,3-7,4. On recueille 
ainsi 7 précipités formés 4 24 p. 100 de saturation, 4 27,5 p. 100, a 
30,5 p. 100, a 34,5 p. 100, a4 40 p. 100, a 45 p. 100, a 55 p. 100; on 
continue le fractionnement en ajoutant aux filtrats les quantités de 
solution saturée nécessaires pour faire 65 p. 100, puis 75 p. 100 de 
saturation. Les précipités sont recueillis par centrifugation puis lavés 
de cing 4 dix fois par un petit volume de solution de sulfate d’ammo- 
nium 4 la méme concentration contenant du tampon pour les fractions 
de 24 4 55 (par erreur, les lavages des fractions 27, 30 et 34 ont été 
faits avec des solutions un peu moins concentrées en sulfate d’ammo- 
nium). Les précipités lavés sont dissous et dialysés contre de l’eau 
salée 4 0,85 p. 100. 

Immunisation. — 6 lapins males ont recu par semaine pendant six 
semaines, 4 injections intraveineuses (ou, pendant les trois derniéres 
semaines, une injection sous-cutanée et 2 ou 3 injections intraveineuses) 
d’un mélange de fraction 45 et de suspension d’alumine préparé en 
neutralisant un mélange de fraction et d’alun, les doses par injection 
étant (en azote de fraction et en alun), au cours des six semaines 
successives : premiere semaine, 0,45 mg d’azote et 1,25 mg d’alun ; 
2° semaine, 0,9 et 2,5 mg; 3° semaine, 1,8 et 5 mg; 4° semaine, 2,7 
et 7,5 mg ; 5° semaine, 4,5 et 10 mg ; 6° semaine, 7,2 et 10 mg. 

Les lapins ont été saignés 4a blanc sept jours aprés la derniére 
injection. Les 6 sérums ont été mélangés aprés qu’on se fut assuré 
que : 1° aucun d’entre eux ne donnait de réaction de précipitation 
a Vinterface en milieu liquide avec les autres sérums (2); 2° les 
réactions en tubes de gel des différents immunsérums avec la fraction 
injectée donnaient des images assez analogues avec Je méme nombre 
ou un nombre voisin de zones. 


(2) Cette précaution se justifie par l’observation que, dans certains 
cas, le mélange de plusieurs immuns¢érums entraine l’apparition d’un 
précipité souvent imputable 4 la réaction des anticorps de l’un d’eux 
avec un antigéne resté présent dans un autre. Dans un cas, le sérum 
d’un lapin immunisé par injection de sérum humain donnait avec 
d’autres immunsérums une réaction imputable a la présence d’albu- 
mine de sérum humain, bien que la saignée ait été faite quatorze 
jours aprés la derniére injection. Des observations dans le méme sens 
ont été faites par Naylor [6]. 
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Préparation des tubes de gel. — On se sert de tubes d’un diamiétre 
intérieur d’environ 2 mm. Ces tubes sont préparés selon la technique 
décrite dans des travaux antérieurs (voir en particulier [40]). 

Une modification de technique a été utilisée dans une partie de 
ce travail, qui a pour but de rendre les zones de précipitation a la 
fois plus denses et plus distinctes les unes des autres. Si, au bout d’un 
temps variable de deux ou trois heures 4 vingt-quatre heures, on 
évacue la couche de solution d’antigéne et qu’on la remplace par 
une solution de NaCl a 0,85 p. 100 : 1° la diffusion des antigénes se 
trouve naturellement ralentie dans le gel d’une maniére d’autant 
plus importante et d’autant plus précoce qu’on considére des niveaux 
du gel plus rapprochés de l’interface ; 2° en contre-partie, la diffusion 
des anticorps ne peut plus, A ces niveaux, étre considérée comme 
négligeable. 

Il résulte de ceci : 1° un ralentissement de la progression des zones 
intéressées ; 2° une augmentation de la densité de ces zones, portant 
sur la région proche de leur frontiére. Ce double effet intéresse les 
différentes zones d’une maniére trés inégale, d’autant plus marquée 
qu’il s’agit de zones plus proches de l’interface, et qu’on est intervenu 
plus précocement. I] arrive qu’il rende distinctes deux zones dont les 
frontiéres seraient, dans les conditions habituelles, trop proches pour 
étre distinguées, et qu’il rende décelables des zones dont la densité 
serait trop faible dans les conditions habituelles. 

Mais, pour que les avantages de cette technique portent sur toutes 
les zones d’une réaction a4 laquelle participent de nombreux antigénes, 
il est nécessaire que l’intervention ait lieu sur tin certain nombre de 
tubes identiques, 4 des temps différents et espacés de maniére que la 
correspondance des zones dans les différents tubes puisse étre établie 
sans difficulté ; les zones normalement trés proches de l’interface ne se 
verront pas dans les tubes sur lesquels on sera intervenu trés préco- 
cement (au bout d’une a trois heures, par exemple). 

Les manipulations portant sur le tube de gel en évolution peuvent 
entrainer un risque de changement de température. Ce risque est 
diminué si le tube de gel reste protégé par un matelas d’air; on 
peut, pour cela, l’introduire sur toute la hauteur du gel dans un 
tube de verre A travers un bouchon perforé dans lequel il est serré, 
en faisant en sorte qu’une partie de la colonne d’antigéne dépasse le 
bouchon. On peut alors briser le tube au moyen d’un trait de lime 
4 un niveau plus bas que l’interface liquide-air, par conséquent sur 
la hauteur de la colonne d’antigéne, et retourner le tube coupé 4a 
lintérieur d’un tube de verre, de calibre approprié (légérement supé- 
rieur A celui du tube destiné A former un matelas d’air) contenant 
de l’eau salée, en faisant en sorte que l’extrémité coupée du tube 
trempe dans l’eau salée tout en restant 4 une certaine distance du 
fond. Ceci permet d’assurer le remplacement de la solution d’antigéne 
par de l’eau salée, pourvu que soient remplies les conditions suivantes : 
1° il faut que le calibre du tube de gel soit assez faible et que la 
solution d’antigéne soit assez visqueuse pour que des bulles d’air ne 
montent pas dans le tube retourné ; 2° il faut que la densité de fa 
solution d’antigéne soit assez forte pour qu’elle descende par gravité 
et soit remplacée par de l’eau salée. 
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Les résultats obtenus par cette modification de technique doivent 
étre acceplés avec certaines réserves car nous avons, malgré les précau- 
tions qui précédent obtenu aprés plusieurs essais, avec des antigenes 
purifiés et probablement seuls a réagir, et avec des immunsérums 
dilués, des zones présentant deux maximums de densité assez rappro- 
chés. Dans le texte qui suit, on se référera a cette technique sous le 
nom de « technique modifiée », par opposition 4 la « technique habi- 
tuelle ». 

Epuisements. — On mélange un volume donné d’immunsérum 
avec la quantité voulue de la fraction choisie, amenée par dilution a 
un volume égal A la moitié de celui de l’immunsérum. Le mélange 
est centrifugé au bout d’un ou deux jours, et l’on prépare les tubes 
de gel en mélangeant 3 volumes de liquide surnageant 4 1 volume 
de gélose A 1,2 p. 100 pour réaliser dans le gel une concentration 
finale de l’immunsérum égale A 1/2, la méme que dans les tubes 
témoins contenant l’immunsérum non épuisé. 


R&SULTATS. 


Dénombrement. — La technique habituelle des tubes de gel 
donne, dans la réaction de la fraction 45 avec Vimmunsérum 
homologue, neuf zones distinctes, dont huit sont visibles sur ta 
photographie (fig. 1); la technique modifiée, dix zones. Nous 
admettrons done que le nombre des constituants de cette fraction 
est d’au moins dix (sous les réserves indiquées plus haut, et en 
tout cas d’au moins neuf). Les constituants ainsi dénombrés 
porteront ici les numéros de 1 a4 10 selon l’ordre de leurs zones 
dans cette réaction. 

Epuisements par les fractions 55 et 65. — Ces épuisements et 
leurs contréles ont été faits en mélangeant un volume convenable 
d’immunsérum avec le vingtiéme et avec la moitié du méme 
volume de chacune des deux fractions 55 et 65 (assez concentrées) 
et en faisant réagir en tubes de gel la fraction 45 avec les 
liquides surnageants de la centrifugation de ces mélanges. Ces 
tubes de gel ont été faits par la technique habituelle et par la 
technique modifiée. Les résultats figurent au tableau I. On y voit 
que la fraction 55 4 0,57 mg d’azote pour 1 em*® d’immunsérum 
fait disparaitre trois zones (8, 7 et 9), alors qu’a la concentration 
de 5,7 mg, la méme fraction ne laisse subsister que deux zones 
(dont une mal identifiée). Au contraire, l’épuisement par la frac- 
tion 65 4 la dose de 0,75 mg d’azote, et méme a la dose énorme 
de 7,5 mg d’azote pour 1 cm’ d’immunsérum, ne fait disparattre 
qu’une seule zone, la zone 9. 

L’antigéne 9 est donc le seul dont la place parmi les consti- 
tuants propres a la fraction 45 (ou parmi les globulines) puisse 
étre considérée comme douteuse, puisque tous les autres sont 
précipités en presque totalité par le sulfate d’ammonium, sinon 
i 45 p. 100 de saturation, du moins a 55 p. 100. 
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ns TasLeau I. — Résultats 
de lépuisement par les fractions primaires 55 et 65 


0,57 mg N 5,7 mg N 0,75 mg N 7,0 mg N 
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Le signe + signifie : zone persistanle malgré l'épuisement; le signe O signifie : zone 
effacée par ]’épuisement, par comparaison avec le tube témoin. 

(1) Une zone visible par la technique modifiée persiste dans la région de la zone 6, 
mais son identilé est incertaine en raison del’absence de repére causée par la disparition 
des zones environnantes. 


L’épuisement par les fractions 55 et 65 (1/2 de l’immunsérum) 
fait apparaitre une nouvelle zone visible par la technique modifiée 
entre la zone 10 et le niveau de Ja zone 9. Ceci résulte sans doute 
d’un appauvrissement en anticorps consécutif a l’épuisement, 
qui augmente la pénétration de cette zone et la rend distincte de 
la zone 10. L’antigéne dont il s’agit se trouve évidemment a une 
concentration faible dans la fraction 45. 


\ 


Signalons ici que la réaction de la fraction 65 avec l’immunsérum 
donne 9 zones dénombrables par la technique modifiée. L’épuisement 
par 0,75 mg d’azote de fraction 65 fait disparaitre 6 de ces zones et 
en laisse persister 3. L’épuisement par 7,5 mg d’azote laisse persister 
au moins 2 zones ect en fait disparaitre au moins 6, la turbidité 
du gel laissant un doute sur le sort d’une zone de densité trés 
faible. Les zones de pénétration trés faible qui persistent malgré 
l’épuisement peuvent correspondre a certains des antigénes dénom- 
brés dans la réaction de la fraction 45 et présents 4 une concentra- 
tion trés faible dans la fraction 65. Parmi les zones que 1|’épuisement 
fait disparaitre, l’une correspond a la zone 9 de la réaction de Ja 
fraction 45; mais les autres, dont le nombre est d’au moins 5, ne 
peuvent correspondre 4 aucun des 10 antigénes dénombrés dans la 
fraction 46. 

Ceci indique que le nombre total des constituants du sérum n'est 


pas inférieur a 15 
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Epuisement par les sous-fractions de la fraction 45. — On a 
mélangé l’immunsérum avec deux doses de chacune des sous- 
fractions, contenant respectivement 0,5 et 2,5 mg d’azote pour 
1 cm? d’immunsérum. On a fait réagir en tubes de gel par la 
technique habituelle les liquides surnageants de la centrifugation 
de ces mélanges avec la fraction 45 4 la concentration de 18 mg 
d’azote par centimétre cube. Dans chacun de ces tubes, une ou 


10 


N @ 0 


=n WH 


Fic. 4. — Photographie au septiéme jour du tube dans lequel la fraction 45, a 
la concentration de 18 mg d’azote par centimétre cube, aréagi avec limmun- 
sérum, et schéma des résultats de l’épuisement de l’immunsérum par les 
neuf sous-fractions. Les zones de précipitation sont numérotées de i a 10; la 
zone § n’a pu étre mise en évidence que par la technique modifiée; la zone 6, 
trés faible, n’est pas visible sur cette photographie et n’a pu étre suivie au 
cours des épuisements. Le résultat des épuisements est représenté schémati- 
quement par deux traits, qui correspondent aux deux doses de chacune des 
sous-fractions par lesquelles on a épuisé l’immunsérum avant de le faire 
réagir avec la fraction mére : 0,5 mg ‘trait supérieur) et 2,5 mg d’azote (trait 
inférieur) de sous-fraction pour 1 cm* d’immunsérum. Chaque trait indique 
les sous-fractions qui ont fait disparaitre par 6puisement la zone correspon- 
dante. La photographie des réactions de ’immunsérum épuisé par 0,5 mg 
d’azote de chaque sous-fraction a été publiée a titre d’exemple ([10], p. 358); 
les zones de 7410 y portent les numéros de 5 a 8. 


plusieurs zones manquent par rapport au témoin ; le résultat de 
ces réactions est représenté schématiquement (fig. 1). 


Discussion. 


On ne peut espérer tirer de l'image de la réaction de la frac- 
lion 45 avec l’immunsérum des conséquences quantitatives pré- 
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cises concernant les proportions relatives des différents antigénes. 
En s’en tenant aux lois empiriques de la progression des zones 
en fonction de la concentration des antigénes [9], il faudrait 
connaitre pour chaque antigéne: 1° la concentration des anti- 
corps qui réagissent avec lui; 2° le rapport antigéne/anticorps 
a l’équivalence ; 3° la pente de la droite qui représente la dis- 
tance de la frontiére a l’interface en un temps donné en fonction 
du logarithme de la concentration de l’antigéne, pente qui 
est une fonction (encore mal connue, sauf dans certains cas 
extrémes {1]) du coefficient de diffusion de l’antigéne. Cepen- 
dant, si l’on suppose : 1° que les coefficients de diffusion ne 
varient probablement pas ici sur une étendue considérable, ct 
qu’ainsi le réle principal dans les différences de pénétration est 
joué par les différences de concentration des réactifs, 2° que la 
densité des zones est principalement fonction de la concentration 
des anticorps précipitants, certaines conséquences limitées peuvent 
étre tirées avec une grande probabilité. Lorsque deux zones 
different peu par leur densité, et beaucoup par leur pénétration, 
ou a fortiori, lorsque la zone la plus dense est aussi la plus 
pénétrante, la zone la plus pénétrante correspond 4 l’antigéne le 
plus concentré des deux. 

On peut donc considérer comme trés vraisemblable que na 
antigenes 1 et 2 sont les principaux constituants de la fraction 4 
sans qu’on puisse prévoir lequel des deux est le plus nondurt 
dans la fraction. On peut considérer comme a peu prés évident 
que, des zones 7, 9 et 10 par exemple, la zone 7 représente 
Vantigéne le plus concentré. 

Signification des résultats comparés de l’épuisement par les 
sous-fractions. — Ces résultats ne nous renseignent pas sur les 
quantités comparées des différents constituants dans chacune des 
sous-fractions. Tout au plus, pour des raisons analogues 4 celles 
qui précédent, est-il trés vraisemblable que l’antigéne 2, dont ! 
zone (la plus dense de toutes) est effacée par toutes les sous- 
fractions, est plus abondant dans un poids donné d’une sous- 
fraction donnée que tout autre antigéne dont la zone n’est pas 
effacée par la méme dose de la méme sous-fraction. 

Les principaux renseignements recueillis portent sur les quan- 
tités comparées de chacun des constituants dans le méme poids 
de protéide des différentes sous-fractions. En effet, l’épuisement 
a été fait en mélangeant 4 un volume constant d’immunsérum une 
quantité égale de protéides (mesurée en azote) de chacune des 
sous-fractions. LLorsqu’une zone donnée disparait lors de |’épui- 
sement par telle sous-fraction et non pas telle autre, on conclut 
que le constituant responsable de cette zone est plus concentré 
dans la premiére de ces sous-fractions que dans la seconde. 


Mais les conclusions que l’on pourrait étre tenté de tirer de 
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ces résultats sur le comportement particulier de chaque consti- 
tuant au cours du relargage sont imprécises et peuvent étre 
sujettes 4 caution; car les quantités totales de protéides récoltés 
dans chaque sous-fraction peuvent étre trés différentes et la 
technique suivie ne peut pas en tenir compte non plus que 
des pertes par lavages. Les renseignements que l’on recueille 
concernent essentiellement les variations de la concentration 
relative, ou si l’on veut, du degré de pureté de chaque constituant 
dans les différentes sous-fractions, et ce degré de pureté est 
évidemment déterminé autant par la quantité des autres cons- 
tituants que par celle du constituant considéré. 


INVENTAIRE PROVISOIRE DES CONSTITUANTS DE LA FRACTION 45. 


Les antigénes 1 et 2 sont les deux constituants les plus abon- 
dants de la fraction 45. 

1. Sa concentration relative, maximum dans _ les_ sous- 
fractions 24 et 27, décroit brusquement de 30 a 34 (fig. 2) ; 
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Fic. 2. — Niveaux des frontiéres des zones 1 et 2 dans des tubes de gel ou 
Yimmunsérum a réagi avec les huit premiéres sous-fractions & la concentra- 
tion d’environ 5 mg d’azote par centimétre cube. La pénétration de la zone 4, 
légerement décroissante de la sous-fraction 27 a la sous-fraction 30, diminue 
brusquement de 30 4 34; la zone 1 n’est plus identifiable avec certitude dans 
les tubes de 34 4 55; on peut seulement dire que sa pénétration y est plus 
faible que celle de la zone 2. La pénétration de la zone 2 varie peu jusqu’a la 
sous-fraction 34 et augmente ensuite jusqu’a la sous-fraction 65, tandis que 


sa frontitve devient de plus en plus précise, ce qu’on a essayé de représenter 
schématiquement. 


encore présent en petite quantité jusqu’a la sous-fraction 45 
d’aprés les épuisements (fig. 1). 

2. Présent, d’aprés les épuisements, dans toutes les sous- 
fractions. D’aprées la figure 2, sa concentration relative, déja 
notable dans les sous-fractions 24 et 27, augmente de 40 A 65. 
L’étude des réactions représentées figure 2 montre que la fron- 
liére de sa zone, imprécise quand l’antigéne diffuse a partir des 
sous-fractions de 24 a 40, devient de plus en plus précise avec 
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les sous-fractions de 45 a 65. Ceci pourrait s’expliquer de la 
maniére suivante : ce qu’on considére comme la zone 2 serait en 
réalité la superposition & des niveaux trés voisins du gel de 
deux zones (au moins), dont l'une aurait une frontiére précise, 
et l’autre une frontiére imprécise, et l’aspect de l’image résul- 
tante serait, en ce qui concerne la précision de la frontiére, 
imposé par celle des deux zones dont la pénétration serait, si 
peu que ce soit, la plus grande. L’antigéne 2 ne serait donc pas 
homogéne, mais formé d’au moins deux constituants dont le 
comportement au cours du relargage serait tres semblable sans 
étre identique : le constituant responsable de la zone a frontiére 
précise serait relativement plus abondant dans les sous-fractions 
les plus solubles. Cette explication est en accord avec les obser- 
vations suivantes: l’immunsérum, partiellement épuisé par Ja 
sous-fraction 27 de maniére 4 faire disparaitre la zone 1 (80 ug 
d’azote de sous-fraction 27 pour 1 cm* d’immunsérum), a été 
soumis 4 des épuisements ménagés par la sous-fraction 55 en vue 
de faire disparaitre la zone 2; la dose de 100 wg d’azote de sous- 
fraction 55 pour 1 cm* d’immunsérum fait disparaitre entiérement 
la zone 2 dans la réaction avec la fraction 45 et avec les sous- 
fractions ; mais la dose de 50 wg d’azote laisse persister une zone 
moins dense sans frontiére précise (particuliérement bien visible 
avec les sous-fractions de 55 4 75) a un niveau du gel voisin de 
celui de la zone 1 primitive. 

Les réactions des sous-fractions avec l’immunsérum montrent 
qu’avec les sous-fractions 65 et 75, la zone 2 est la seule. Les 8 
ou 9 autres constituants de la fraction 45 seraient done pratique- 
ment absents de ces sous-fractions, ce qui est conforme aux 
résultats des épuisements (fig. 1). L’antigéne 2 serait donc prati- 
quement le seul a ne pas étre précipité en presque totalité, dans 
le sous-fractionnement, par Ja concentration de sel (45 p. 100 de 
saturation) qui a servi 4 précipiter la fraction mére. 

On observe une disproportion considérable entre les concen- 
trations relatives de l’antigéne 2 dans la fraction 65 primaire, 
d’ot il est pratiquement absent et dans la sous-fraction 65 dont 
il est le principal constituant. Malgré les réserves faites plus 
haut, cette disproportion ne semble pas s’expliquer uniquement 
par le jeu des autres antigénes, en particulier de l’albumine, bien 
que celle-ci se trouve 4 une concentration énorme dans la frac- 
tion 65 primaire et sans doute 4 une concentration faible dans !a 
sous-fraction 65. On serait tenté d’invoquer plutdt un compor- 
tement différent de l’antigéne 2 au cours du _ fractionnement 
primaire, ot l’on n’a pas cherché a compenser l’acidité du sulfate 
d’ammonium, et au cours du sous-fractionnement effectué en milieu 
voisin de la neutralité. 

3. Se trouve surtout dans Jes sous-fractions de 34 a 45. 
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4. Se trouve surtout dans les sous-fractions de 24 a 45, répar- 
tition qui rappelle celle de l’antigéne 1, quoiqu’il s’agisse ici d’un 
constituant certainement moins abondant. 

5 et 6. Donnent des zones faibles dont |’une n’a pu étre décelée 
que par la technique modifiée ; n’ont pu pour cela étre suivis 
dans les sous-fractions. Cependant, grace a la technique modifiée, 
on sait que ces antigénes sont pratiquement absents de la frac- 
tion 65 (tableau I). 

7. Relativement abondant dans la fraction 55 : seules les 
zones 8, 7 et 9 sont effacées par 0,57 mg d’azote de cette fraction 
(tableau I). Présent surtout dans les sous-fractions de 34 a 45. 

8. Présent surtout dans les sous-fractions de 30 a 45. 

9. Se trouve a une concentration relative importante dans les 
fractions primaires 55 (comme 3 et 7) et 65 (tableau I). Des 
réactions non rapportées ici montrent aussi que les fractions 
primaires dans lesquelles la concentration relative de cet antigéne 
est la plus forte, sont les fractions 55 et 65. Pourtant cet anti- 
gene est surtout présent dans les sous-fractions 27 et 30. Cette 
différence est probablement due, au moins en partie, aux diffé- 
rences des conditions de pH des fractionnements primaire ct 
secondaire. 

10. Cet antigéne est sans doute le constituant le moins abon- 
dant de la fraction 45 (parmi ceux qu’on a énumérés ici); ceci 
explique que sa concentration n’ait été suffisante dans aucune 
sous-fraction pour que sa zone ait été effacée par les épuisements 
entrepris. Cependant on a observé que la densilé de la zone 10 
était diminuée, et que sa pénétration était augmentée (signes d’une 
diminution de concentration des anticorps) a la suite de |’épui- 
sement par 2,5 mg d’azote des sous-fractions 30 et 35; c’est donc 
dans ces sous-fractions que sa concentration relative est la plus 
forte. 


R&éSUME. 


On se propose un premier inventaire des antigénes contenus 
dans la fraction du sérum humain précipitée par le sulfate d’am- 
monium a 45 p. 100 de saturation, au moyen de la réaction en 
tubes de gel de cette fraction avec un immunsérum homologue 
de lapin. 

1° Le nombre des antigénes décelés n’est pas inférieur a 9 et 
presque stirement a 10. 

2° Parmi ces 10 antigénes, 1 seul est présent en quantité appré- 
ciable dans la fraction précipitée a 65 p. 100 de saturation a 
partir du filtrat de la précipitation a 55 p. 100; les 9 autres anti- 
genes, précipités en presque totalité a& 45 ou a 55 p. 100 de 
saturation, doivent done étre rangés dans la catégorie classique 
des globulines. 
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3° On a préparé, a partir de la fraction 45, 9 sous-fractions 
par le sulfate d’ammonium a un pH voisin de la neutralité. En se 
servant principalement d’épuisements, on a cherché a localiser 
les régions de ce sous-fractionnement qui correspondent aux 
concentrations relatives les plus fortes de 8 constituants. 

4° Des deux antigénes qui sont presque strement les consti- 
tuants principaux de la fraction 45, l’un se trouve A sa concen- 
tration relative maximum dans les sous-fractions les moins 
solubles ; l’autre, présent dans toutes les sous-fractions, semble 
étre seul présent dans les sous-fractions les plus solubles ; 
certains signes indiquent que ce dernier antigéne n’est pas 
homogéne, mais que la zone qui le caractérise est due a la réaction 
d’au moins deux constituants. 


BIBLIOGRAPHIE 


E. L. Becker, J. Munoz, C. Lapresrte et L. Leseau. J. Immunol., 

1951, 67, 501-511. 

[2] N. E. Gotpswortuy et G. Y. Rupp. J. Path a. Bact., 1935, 40, 169. 

F, E. Kenpatt. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 1938, 

6, 377. 

[4] C. R. E. Naytor. J. Hyg., 1948, 46, 129. 

[5] C. R. E. Naynor. J. Hyg., 1949, 47, 360-383. 

[6] C. R. E. Naytor. J. Hyg., 1950, 48, 52-72. 

[7] J. Ounin. C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 115-116. 

[8] J. Oupiv. 7° Congr. de Chim. Biol., Liége, oct. 1946. Résumés des 
Communications, 10-11; Bull. Soc. Chim. Biol., 1947, 29, 
140-149. 

[9] J. Oupmy. C. R. Acad. Sci., 1949, 228, 1890-1891. 

[10] J. Oupin. Methods in Medical Research, vol. V, 335-378, Year Book, 

Chicago, 1952. 


STRUCTURE DE L’ACIDE RIBONUCLEIQUE 


Ill. — QUELQUES FAITS EN FAVEUR DE LIAISONS 
DE TYPE SECONDAIRE DANS L’/A.B.N. 


par P. VIGNAIS 


(Institut Pasteur, Service de Chimie biologique 
[professeur Macnesoeur].) 


Des expériences récentes de Gulland [4] montrent que Valcali- 
nisation de solutions d’acide thymonucléique au-dessus de pH 10 
produit des modifications de structure de cet acide, décelables 
4 |’électrotitration. 

En titrant en retour a partir de pH 11, la courbe enregistrée 
présente, par rapport 4 la courbe directe, un décalage vers les 
pH inférieurs, décalage qui s’accentue nelttement vers pH 9 (zone 
de dissociation des fonctions énols des bases azotées entrant dans 
la constitution des mononucléotides). A pH 7,5, la courbe 
« retour » croise la courbe directe, puis se déltache peu a peu 
de cette dernitre, mais cette fois vers des pH supérieurs. D’aprés 
Gulland, ces résultats permettent d’envisager |’existence de « ponts 
hydrogéne », sensibles aux alcalis, reliant des fonctions énoliques 
et aminées entre bases azotées de nucléotides voisins. 

D’autres faits sont venus confirmer cette hypothése. Gul- 
land [1, 2] a, en effet, montré que des solutions de thymonucléate 
de sodium ne présentent pas de variations de viscosité ou de 
biréfringence d’écoulement entre pH 5 et pH 10. Par contre, au 
dela de ces limites, on note un abaissement sensible de leur 
valeur. De toutes fagons, il ne peut pas s’agir de rupture de 
liaisons covalentes du type ester par exemple, car il n’y a pas 
libération d’acidité phosphorique. 

Par examen de films de thymonuclétate de sodium au micro- 
scope électronique, Scott [3] a mis en évidence une agrégation 
dans la largeur de chaines de polynucléotides. I] est possible 
d’interpréter également ce phénoméne en admettant l’existence de 
liaisons de type secondaire ponts « hydrogéne », forces de Van 
der Waals. Ces faits, observés sur l’acide désoxyribonucléique, 
nous ont conduit a la recherche d’une structure analogue dans 
Vacide nucléique de levure. 


Nous avons séparé a partir d’un certain échantillon d’acide ribo- 
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nucléique N, une fraction relativement polymérisée en recueillant 
le précipité formé par addition d’un seul volume d’acide acétique 
cristallisable 4 un volume de solution d’acide nucléique contenant 
10 mg/ml. Au précipité mis en suspension dans l’eau distillée, 
on ajoute une solution de bicarbonate de sodium, de facgon Aa 
obtenir une dissolution compléte et 4 amener le pH aux environs 
de 5,6. Le ribonucléate de sodium est précipité puis séché par 
de V’alcool absolu. 

Nous présentons dans cet exposé trois types d’expériences qui 
semblent mettre en évidence l’existence de liaisons particuliére- 
ment labiles dans lA. R.N. 


1° ACTION DES ALCALIS. 


Cette action a été étudiée par électrotitration. 18 mg de ribonu- 
cléate de sodium sont dissous dans 10 ml d’eau bidistillée. Par de 


ERS) 


45h 


x COURBE- ALLER 


® COURBE RETOUR 


PH 
j 70 


Vacide chlorhydrique, on améne le pH 4 3,9: ce sera le pHi de 
départ. ‘L’électrotitration se fail sous courant d’azole. 

Nous ajoutons graduellement de la soude N/12,5 et nous notons 
la variation de pH aprés chaque addition, La mesure de pH est 
effectuée deux minutes aprés chaque addition de 0,04 équivalent 
soude (tableau I, fig. 1). 

La courbe directe d’électrotitration présente un point d’inflexion 
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TaRLEAu I. 
— 
NaOH N/12,5 CIH N/412,5 EQUIVALENTS TITRATION TITRATION 

en ml en ml soude (1) directe retour 
0 0,42 hope 3,90 4,45 
0,02 0,40 4,20 4 4,26 
0,04 0,38 1,08 4,10 4,37 
0,06 0,36 0,96 4,24 4,48 
0,08 0,34 0,84 4,35 4,62 
0,10 0,32 0,72 4,52 4,78 
0,12 0,30 0,60 4,69 4,95 
0,44 0,28 0,48 4,90 5,14 
0,46 0,26 0,36 5,09 5,23 
0,18 0,24 0,24 5,29 ; 

0,20 0.22 0,12 5,50 5,66 
0,22 0,20 0,00 5,78 5,88 
0,24 0,418 0,12 6,16 6,419 
0,26 0,16 0), 24 6,59 6,42 
0,28 0,44 0,35 7,09 6,74 
0,30 (Neal 0,48 7359 7,416 
0,32 0,10 0,60 8,16 7,50 
0,34 0,08 On 8,66 8,07 
0,36 0,06 0,84 9,07 8,60 
0,38 0,04 0,96 9,30 8,93 
0.,40 0,02 1,08 eee 9,08 
0,42 0 | 1,20 9,67 9,29 

Equivalents Nombre de moles de NaOH X ml.N/12,5.4/1000 


Soude Nombre de moles d'A.R.N. 18.95,.5/1001/12 85.1/1000 
assimilé 4 un tétranucléotide 


X représente la quantité en ml de soude ajoutée. La proportion de phos- 
phore des hauts polyméres équivaut 4 95,5 p. 100 de la valeur théorique. Le 
poids moléculaire d'un tétranucléoltide est pris égal 4 1 285. 


(1) Pour des raisons @ordre pratique (Cf. travail antérieur sur hydrolyse enzymatique 
a pH 5,78), nous avons fixé arbitrairement 4 pH 5,78 Vorigine des ordonnées ov sont 
portées les valeurs d’équivalents soude. 


vers pH 8 puis se reléve. Le pH final dans notre expérience est 
9,67. La solution nucléique ainsi alealinisée est laissée trente 
minutes 4 18° sous courant d’azote. Mais toutes les dix minutes, 
une mesure de pH est effectuée et fournit les valeurs suivantes : 


OM UTLO ae siege acer oar nee ome eee ORO, 
KI) venboayekech ge a a ale Biss Jes by dee. ia Re as ee ee ee ORO 
20° miiNites =. see cae c Caen ee ee ee ey one asi ee ORS 
30 minutes os ee ee eee OOO 


Cet abaissement de pH en fonction du temps semble done évoluer 
vers une limite. 

Aprés ltrente minutes, nous faisons un titrage en retour par de 
Vacide chlorhydrique N/12,5. Le décalage de pH constaté tout 
dabord diminue au fur et a mesure de l’acidification. La courbe 
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« retour » coupe la courbe directe aux environs de pH 6 et l’on 
voit alors s’amorcer un nouvel écart entre les deux courbes, mais 
cette fois en sens inverse. Aprés avoir ajouté un volume d’acide 
chlorhydrique égal au volume de soude utilisé lors de la titration 
directe, le pH de la solution nucléique est de 4,15, alors que le 
pH initial était de 3,90. 

Dans la mesure ott ce phénoméne peut se comparer a celui 
observé par Gulland pour Vacide thymonucléique, nous pensons 
pouvoir conclure que : 

1° Le titrage en retour met en évidence une dissociation de 
groupes énoliques et aminés des bases azotées ; 

2° Le séjour de trente minutes a pH 9,67 suffit 4 rendre pos- 
sible cette dissociation ; 

3° Ce fait résulte d’une rupture de laisons alcali-labiles. Une 
hypothése vraisemblable serait, la aussi, l’existence de liaisons 
par pont hydrogéne entre les fonctions énoliques et aminées des 
bases ; ces liaisons pourraient étre stabilisées par résonance entre 
deux configurations possibles : 


— NH: H—0O— 
zits = 
— NH, : H = 


2° ACTION DES IONS. 


C’est peut-étre 4 de telles ruptures que se rapporte Il’action 
dépolymérisante de certains tampons. Elle fut étudiée en compa- 
Derliats ; 

1° Les viscosit¢és de solutions nucléiques polydispersées en eau 
distillée et en tampon ; 

2° Les quantités de hauts polyméres isolés par précipitation 
acétique dans les deux cas. 

Les viscosités furent mesurées au viscosimétre d’Ostwald. La 
température fut maintenue constante a 22° + 0,1. 

La période d’écoulement est notée en secondes. 

Soul: 


Hee ee pees Ba VaScosite devlaisolution nucteique: 
Ve es eee eee cLasviscosite;duyliquide.solyant. 
Eeiinise ee Leena ces temps. Ecoulement respectils. 
d;, dy. --..---.-.. . Les densités spécifiques respectives. 
seawe La constante du viscosimétre. 
tr sed; v4 
{j= k do 


Pratiquement : 
d,=d 
Par conséquent, la viscosité relative : 
/ 
no est égale a: 1— 1 
; 0 lo 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 85, n° 3, 1953 24 
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Le tableau II rapporte les temps d’écoulement en secondes 
Pour leau bidistillée ; 

Pour l’acide nucléique en solution dans l'eau bidistillée ; 
Pour le tampon phtalate 4 pH 4,2; 

Pour l’acide nucléique en solution dans ce tampon. 


Taeveau II. 
TEMPS D’ ECOULEMENT 


187 secondes 2/10. 
Eau bidistillée. 187 secondes 4/10. 
487 secondes 2/10. 


Moyenne : 


190 secondes 2/10. 
Tam pon-phtalate 490 secondes nt 


Moyenne : 
pH 4,2. 190 secondes 6/10. 


Solution nucléique \} 407 Gee noel 


en eau hidistillée 
aprés 20 minutes. ia poate’ Say 


Moyenne : 


196 secondes 8/10. 

Solution nucléique en 496 secondes 6/40. 
tampon aprés 20 minutes. 496 secondes 2/10. 
196 secondes 4/410. 


Moyenne : 


| 
| 
196 secondes 8/10. 
| 


Solution nucléique 16,9 4.082 
en eau bidistillée. iF ae 


Solution nucléique 4g 
en tampon. A Sea eeee 


Nous constatons donc une baisse de la viscosité sous l’influence des sels 
de la solution tampon. 


Nous en déduisons les viscosités spécifiques des deux solutions 
acide nucléique. Ces solutions possédent toutes deux une concen- 
tration en acide nucléique de 10 mg/ml. 

Par précipitation acétique, nous avons, d’autre part, recherché 
la proportion d’acide ribonucléique précipitée. L’acide nucléique 
a été dissous dans les tampons phtalates dont les pH respectifs 
étaient : 

4,2 5,6 6,2 


et les forces loniques : 


0,052 0,065 0,073 


A 1 ml de solution nucléique & 7,5 mg/ml nous ajoutons un 
égal volume d’acide acétique pur. 
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Le poids de phosphore obtenu dans les précipités a pour 
valeurs : 


Lorsque la force ionique est de 0,052 . . . . 400 microgrammes. 
OFOG5) eee & 82 microgrammes. 
0,073... . +170 microgrammes. 


Deux hypothéses pouvaient ¢tre envisagées pour interpréter ces 
faits : 

Premiere hypothése : Le séjour de l’A. R. N. dans les solutions 
tampons avant l’addition d’acide a suffi pour provoquer une dépo- 
lymérisation différente suivant le pH du tampon. 

Deuxiéme hypothése : Le pH du tampon aurait une influence 
minime ou nulle, mais sa force ionique influerait fortement sur 
la dépolymérisation des hauts polyméres. 

Cette derniére hypothése semble prévaloir. 

Nous avons répété Vexpérience sur un A. R.N. dissous dans 
deux tampons phtalates dont le pH était de 4,2, mais dont les 
forces loniques respectives étaient : 


0,082 
0,026 


Le poids de phosphore obtenu dans le préecipité a pour valeur 


6... . 440 microgrammes. 
2... . 4100 microgrammes. 


Lorsque la force ionique est de 0,02 
0,05 
Ainsi la dépolymérisation augmente 4 mesure que la force 
ionique croit. 
Nous pensons que les ions en solution sont susceptibles d’agir 
sur des liaisons secondaires de A. R. N. 


3° ACTION DE LA RIBONUCLEASE. 


La ribonucléase semble altaquer, celle aussi, dans un premier 
temps, les liaisons non covalentes. Nous avons opéré a pH 7 pour 
éviter toute influence de |’alcalinité sur la dépolymérisation. 

10 mg de hauts polyméres d’A. R. N. sont dissous dans 8 ml 
d’eau bidistillée. On complete & 10 ml avec une solution de 
ribonucléase, la concentration finale en ribonucléase étant de 
1,5.10-* mg par milligramme d’A. R. N. 

La marche de l’hydrolyse est suivie de deux fagons : 

1° Par mesure de la baisse de pH, au potentiometre ; 

2° Par précipitation acétique (1 volume de solution nucléique 
pour 5 volumes d’acide acétique). La mesure de la turbidité est 
faite a Vaide de l’électrophotométre de Meunier: les chiffres 
donnés correspondent aux divisions du tambour. 
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TaBceau III. 


TEM?S EN MINUTES TURBIDITE 


Ce ee Er Ene IennnenOe 


35 
20 
a 
45 


Aprés une hydrolyse enzymatique totale, le pH final atteint 5,7. 
Donec, en vingt minutes, une fraction seulement des groupes 


ipi PH 
35, TURBIDITE z 


x”~6OPH 
2 @® TURBIDITE 


10 41s 20. Temps. 


Fig. 2. 


acides titrables est libérée. A ce moment, cependant, la chute de 
turbidilé tend vers une limite. 

La précipitation acétique dans l’étude d’une hydrolyse d’acide 
nucléique semble donc renseigner sur un stade précoce d’action 
enzymatique. On pourrait interpréler cette action initiale comme 
une rupture de liaisons fragiles du méme ordre sans doute que 
les haisons sensibles aux ions et aux alealis. 

Comment concilier une telle hypothése avee la spécificilé 
(attaqne enzymatique vis-a-vis du substrat? Il faudrait, par 
exemple, supposer que la fixation d’une molécule de ribonucléase 
sur une liaison ester entraine, a l'autre extrémité du nucléotide, 
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une disparition de la résonance entre les structures stable ct 
activée des fonctions aminées et énoliques des bases. 

En résumé, Vac:de nucléique de levure parait caractérisé par 
des liaisons secondaires 4 type de « ponts hydrogéne » unissant 
des chaines polynucléotidiques. Une alternative périodique entre 
deux configurations possibles : stable et activée, s’expliquerait 
peut-étre par un phénomeéne de résonance. Cette résonance stabi- 
lisera:t les haisons et maintiendrait l’union des chaines. 

Ces liaisons énol-amines jouent peut-étre un role important 
dans l’élaboration des polynucléolides hautement polymérisés. 
La biologie moderne envisage les phénoménes d’autoreproduction 
non seulement dans les ultra-virus mais aussi dans les cellules 
des métazoaires, les appliquant essentiellement au doublement 
des chromosomes ou de leurs chromatides et a la multiplication 
des microsomes. La possibilité de résonance, inhérente au type 
de liaison énol-amine, ne permet-elle pas justement d’entrevoir, 
en regard des bases d’un polynucléotide, une attraction de nucléo- 
tides homologues ? Ceux-ci s’uniraient dans la suite par des 
liaisons covalentes. 

Ainsi s’expliquerait 4 échelle moléculaire les phénoménes 
d’autoreproduction. 
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MISE EN EVIDENCE DE PRODUITS INTERMEDIAIRES 
CONTENANT DU GLUCOSE 
DANS LA SYNTHESE DES LEVANES 
PAR BACILLUS SUBTILIS 


par R. DEDONDER et M™> NOBLESSE (”). 


(Institut Pasteur. Service des Fermentalions.) 


Les lévanes sont des polyholosides de poids moléculaire éleveé, 
formés de restes fructose, liés par les carbones 2 et 6, que synthé- 
tisent certains microorganismes dont Aerobacter levanicum ct 
Bacillus subtilis lorsqu’ils sont cultivés sur saccharose. 

Hestrin et Aveneri-Shapiro [4] en ont fait la synthése tn vitro 
sous l’action d’un extrait d’Aerobacter levanicum. ‘La réaction est 
catalysée par un enzyme non phosphorylant, la « levansucrase » 
et peut s’écrire : 


(n+ m) saccharose + (n +4) HO —> 
(n + m) glucose + n fructose 4+ levane. (1) 


Cependant A. Palmer [2] a trouvé, en faisant agir la notatine 
sur les produits d’hydrolyse des lévanes, que ceux-ci contiennent 
du glucose dans leur molécule (1 reste pour 600 restes hexoses). 

On sait que les travaux récents ont établi la présence du glucose 
dans la molécule de nombreux fructosanes végélaux [8, 4, 5, 6]. 
Pour ces glucides, une contribution a été apportée a notre 
connaissance de la structure des termes 4 longue chaine par 
étude des produits de petit poids moléculaire, naturels, obtenus 
par hydrolyse ou synthétisés enzymatiquement. 

Nous avons pensé que pour les lévanes, la recherche de produits 
intermédiaires, formés soit dans la culture, soit au cours de la 
synthése enzymatique in vitro, et leur étude fourniraient des rensei- 
enements sur la structure de ces substances. 

Ce premier travail sur les lévanes de Bacillus subtilis résume 
les conditions dans lesquelles on peut mettre en évidence et isoler 
de tels produits intermédiaires [7] et montre quwils contiennent 
tous du glucose. . 


(*) Manuscrit recu le 2 février 1953. 
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I, — SynruksE in vilro DES PRODUITS INTERMEDIAIRES. 


MEtHoves. — La souche de B. subtilis utilisée pour toutes ces 
expériences est une souche de la Collection de M"° Delaporte : 
BaG.2°h-s 

Les bacilles sont cultivés en fioles agitées sur milieu minéral 
liquide avec du saccharose a 4 p. 100 comme source de carbone. 

Les microbes sont récoltés aprés quarante-huit heures par 
centrifugation a la Sharples. Lavés au froid avec du KCI 
a 9 p. 1000, ils sont broyés 4 la chambre froide avec de la 
poudre de quartz. L’extrait obtenu par extraction avec une solu 
tion tampon de citrate pH 6,0 — 0,025 M (15 ml pour 15 a 20 g 
de pate fraiche) est centrifugé quinze minutes dans une centrifu- 
geuse Servall. I] ne contient plus de cellules. 


IncuBaTION. — On met a incuber des mélanges contenant du 
saccharose accompagné ou non d’autres sucres avec des quan- 
tilés variables d’extraits dans du tampon citrate pH 6,0 a concen- 
tration finale 0,025 M. Les réactions ont lieu dans des tubes 
a essai de 22 mm, bouchés avec du caoutchouc, aprés addition 
d’un peu de chloroforme ou de toluéne dans un bain-marie a 381°. 


EXAMEN DES RESULTATS. — On utilise essentiellement la chroma- 
tographie sur papier. Les prélévements des incubats sont déféqués 
[SO,Zn et Ba( (OH).] et portés sur la ligne de départ des chroma- 
togrammes sur papier. Ceux-ci sont développés par le mélange 
butanol-éthanol-eau (4 — 1,1 — 1,9) et révélés selon notre tech- 
nique de double coloration (phtalate acide d’aniline, puis urée en 
milieu chlorhydrique). 

Les analyses quantitatives sont faites par la méthode dite de 
dilution dérivée de Polson, qui nous a donné les meilleurs résul- 
tats. Nous avons aussi utilisé, pour doser le fructose ou les 
lévanes aprés Glution, la méthode de Roé modifiée par addition 
dalcool polyvinylique pour stabiliser la coloration (1 ml a 
3 p. 1 000 par tube). 


Résuttats. — 1° Conditions favorables a la mise en évidence 
des produits intermédiaires. 

Une série d’expériences préliminaires nous avait montré que 
trois facteurs semblaient jouer pour l’obtention de quantités 
notables de produits intermédiaires : 

a) La concentration en extrait. Avec un extrait trop concentré 
on n’observe que des lévanes assez polymérisés pour ne pas se 
déplacer sur le chromatogramme, avec un extrait trop dilué on 
n’observe pas de synthése. 
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b) La concentration en saccharose qui doit étre assez élevée, 

c) La présence de glucose. Hestrin et ses collaborateurs [4] ont 
bien montré que le glucose a une action inhibitrice dans la 
réaction I. C’est ce qui nous a amenés a l’uliliser pour favoriser 
la formation des produits intermédiaires. 

Nous avons résumé dans le tableau I une expérience typique 
qui permet de vérifier ]’influence de ces facteurs. Pour la compreé- 
hension des tableaux, disons que nous avons numéroté les produits 
intermédiaires a partir de X, depuis celui dont le déplacement 
est le plus voisin de celui du saccharose. La tache X, ne devient 
nettement visible que dans le cas de synthése trés importante avec 
disparition de la presque totalité du saccharose. C’est pourquoi 
les taches X, et X,, les plus visibles, sont prises pour référence. 

L’examen des trois premiéres lignes montre bien l’influence de 
la concentration en extrait, la concentration moyenne 0,5 ml ¢étant 
la plus favorable a la persistance de taches intermédiaires X, 
et X.. 

La comparaison des lignes 2, 4 et 5 montre l’influence favo- 
rable de augmentation de la concentration du saccharose entre 
5 eb Lop. 100. 

La comparaison des lignes 7, 8 et 2 montre lVinfluence favo- 
rable de V'augmentation de la concentration initiale en glucose. 

L’addition de fructose au départ, lignes 5 et 6, ne semble pas 
avoir d’action. 

Au point de vue pratique, pour essayer de produire la série 
de substances intermédiaires, nous utiliserons désormais les condi- 
tions défimies 4 la ligne 5: 


Extrait <0 20 S05 ere ep: BR ee 0,5 ml 
Saccharose.t x «cf jap sarchlo Sua tee Seonhe, Sues eee 20 Olan Gs 
GI COSC. tie oo Rk ates sack cote Sich we en ee eS 400 mg 
POND OM ess act voinpes eas ood ase hog rar ele 4 ml 
Bases PRS a Saeeen Cael) ees Fee 3,5 ml 


2° Les substances étudiées sont-elles intermédiaires dans !a 
synthése ou |’hydrolyse des lévanes ? 

Cette question do:t étre posée. En effet, selon Doudoroff et 
O'Neal [8], les extraits de B. subtilis contiennent un enzyme hydro- 
lysant les Iévanes. Cependant examen des résultats portés sur 
le tableau I montre bien que l’on a d’abord synthése des produits 
intermédiaires et que la réaction se poursuivant, ces produits 
(isparaissent tandis qu’augmentent les produits non déplacables 
(fig. 1, tabl. I). Bien que pendant cette période une hydrolyse soit 
décelable par l’apparition de fructose libre, on peut affirmer que les 
glucides mis en évidence sont des intermédiaires dans la synthése 
enzymatique des lévanes hautement polymérisés. ; 

3° Caractérisation et analyse sommaire de ces glucides. 
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Nous pouvons d’abord caractériser ces substances par leur Ry: 
La faiblesse de celui-ci nous oblige, pour obtenir une bonne 
séparation, a uliliser la chromatographie descendante avec ecou- 
lement. Dans ces conditions les valeurs R, ne peuvent étre 
atleintes directement. Nous les avons calculées par rapport au 
saccharose qui, dans les solvants utilisés (butanol-éthanol-eau 
4-1,1-1,9, Hough, Jones et Wadman [9}), est égal a 0,15. 

Le tableau II permet de comparer ces valeurs a celle de la 


Fic. 4. — Série de chromatogrammes sur papier montrant l'évolution de la 
synthése des produits intermédiaires et des lévanes en fonction du temps. 
Expérience correspondant a la ligne 5 du tablean I. 


Gl, glucose, Fr, fructose; Sa saccharose; X,, Xj, etc., produits intermédiaires 5 
ND. substances non déplacées. 


série des glucides du topinambour et du raffinose dans le méme 
solvant, 


TasiEau II. 
Saccharose wm ae © eee neces Ort Saccharoses. cae see oem 0515 
Ky ge 's 5 eR ee eee Ee 0,127 Glucofructosane B du topinambour. 0,407 
A one ee Sin La tee tape Cette 0,143) (Ghucotructosane:C.) a5) secu 0,083 
0. «MOM OLKE NEES Bo. e', ee 0200s) sRafinose.t son ts eee eee 0,080 
RG Pics Rs be AW eae ... + 0,084 Glucofructosane D du topinambour. 6,064 
DS | et Ee ET cic ES 0,069 


Comme nous l’avons déja indiqué, les composés X, et X, sont 
les plus importants quantitativement. Ces deux corps et ceux qui 
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les suivent jusqu’a Ja tache non déplacée donnent avec l’urée la 
teinte vert noir caractéristique du fructose et des fructosanes. Au 
contraire, le produit X, donne par cette méme réaction une teinte 
beaucoup plus brunatre. 

Pour poursuivre plus loin l’étude de ces substances, il était 
nécessaire de les isoler. Cetle séparation présentait une grande 
difficulté a cause de la présence dans les mélanges de quantités 
considérables de saccharose non transformées et de glucose. 

Les résultats suivants (tableau II), tirés d’un chromatogramme 
de bande, ott aprés élution, le fructose, le saccharose, les pro- 
duits X, et X, et les produits non déplacés ont été dosés par Ja 
méthode de Roé modifiée et le glucose par la méthode de Somogyi, 
permettent de se rendre compte de cette difficulté. 


TaBLeau ILI. 
NATURE DE GLUCIDE CESSES 
en pg 
PLLC LOS Glee sates <p rrerse meee ten oe ee ee ems 60 
Glucose nema, nee ee, ae. Ged) Ph ere ee O00 
Saccharose. . - . . - / ee ee ee ee ee ee 8 260 
Tccuetite tT MERLE a lytic she hacen, 230 


Pour la surmonter, nous avons utilisé le procédé suivant : 

Nous avons fait des chromatogrammes de bandes descendants 
en laissant le solvant courir suffisamment longtemps pour que les 
bandes correspondant au fructose et au glucose soient entrainées 
et que le saccharose soit le plus prés possible de l’extrémité de 
la feuille. Nous avons découpé et éliminé la plus grande partie 
de la bande correspondant au saccharose et nous avons élué le 
reste de la feuille. 

L’éluat concentré est rechromatographié par une nouvelle 
chromatographie de bande. Aprés révélation d’une partie latérale 
du chromatogramme, on découpe des bandes correspondant a 
chaque substance, A savoir : saccharose restant, X,, X,, X;, Xu, 
X,, X,, X, et les substances restées sur la tache initiale. 

Aprés concentration de chaque éluat, une chromatographie sur 
papier montre que chacun des glucides est encore contaminé par 
de petites quantités de ses voisins. Nous avons dd refaire une 
chromatographie de bande pour chaque glucide, et une nouvelle 
élution suivie d’une concentration. Dans ces conditions les 
glucides isolés paraissaient purs par chromatographie. Mais les 
pertes, assez importantes, survenues au cours de ces opérations 
ne nous permettent pas de faire l’analyse des produits corres- 
pondant aux taches X,, X,; et X,. 

Nous avons fait les hydrolyses paralléles des substances éluées, 
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par SO,H, N/10, une heure a 100°. Aprés neutralisation par 
CO,Ba et concentration, nous avons chromatographié les produits 
a hydrolyse et nous les avons estimés en utilisant la méthode de 
dilution d’aprés Polson. Les résultats sont résumés dans le 
tableau IV. La méthode donne une précision de + 10 p. 100 seule- 
ment mais elle est trés fideéle. 


Tapieau IV. 


: ; 7 : TACHE 
GLUCIDES ETUDIES SACCHAROSE g non déplacée 


Hexoses composants (1) . ; qe - 1" 
IMOnCUCKiae eeoes GG Geb é a é 9a 0,8 se 
GUN COS Oh sence case a g 0,2 


(1) En p. 100 de la solution chromatographiée. 


On peut en déduire les proportions suivantes : 


XGus fee 2 eee eee Siruetosespour 2aebucrses. 
Rote © eo Gn ~ = sages 2 = 2 Teuctoses pour igingose: 
Xpc ost foes - ee See eo PUCtOseS, Our Amelucose: 
Xe sale. 5) 5 cee eee es UOMOMO EENCTOSes POlGelsetuGOSse. 


1° Cas X,: la composition probable correspond bien au fait 
quwil ne se colore pas franchement en vert par l’urée. Nous ne 
pouvons nous engager plus loin tant que nous n’en aurons pas 
assez pour établir Ja structure. 

2° Cas X, et X, : nous avons vraisemblablement affaire a un tri- 
saccharide et un tétrasaccharide dérivant lun de l'autre par 
addition ou retrait d’un reste fructose. 

3° Cas X, et tache non déplacée : nous avons affaire a des gluco- 
lévanes, Maleré limprécision relative de la méthode, le pourcen- 
tage de glucose élevé, de Vordre de 20 p. 100 dans les substances 
non déplacées, nous améne A penser que nous n’avons pas une 
série aussi simple que dans le cas des glucides de topinambour 
et que certains de ces composés doivent contenir plusieurs restes 
glucose. 


Il. — Mise EN EVIDENCE DANS LES MILIEUX DE CULTURE 


Dans les milicux de culture débarrassés des microbes, on pré 
pite les lévanes par addition de baryte saturée jusqu’a arrét e 
précipitation. On centrifuge aussitdt et neutralise avec: SO,Zn pour 
compléter la défécation. On concentre ensuite sous vide et purifie 
par extraction 4 contre-courant entre les deux phases organique 
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et aqueuse du mélange butanol 52 p. 100, eau 37 p. 100, éthanol 
Lip 100: 

Dans ces phases, le coefficient de partage du fructose est de 
0,15, du saccharose de 0,08 et plus faible pour les produits qui 
nous intéressent. 

En mettant en présence dans une ampoule 10 volumes de phase 
organ:que pour 1 volume de phase aqueuse, le partage se fait 
a raison de 1,5 partie de fructose dans Ja phase organique pour 
1 partie dans la phase aqueuse, de 0,8 parties de saccharose dans 
la phase organique pour 1 de la phase aqueuse. 

Pratiquement, en utlisant 4 ampoules et en faisant passer la 
phase aqueuse de l'une dans l’autre, nous arrivons a récupérer 
les 9/10 des produits X, et X, en éliminant les deux tiers du 
glucose et la moitié du saccharose. 

La premiére fraction aqueuse sortie contient, dans certains cas, 
toute la série de taches observées dans les expériences de 
synthése. 

Cette série de produits intermédiaires s’obtient seulement dans 
les cultures jeunes dans lesquelles il reste un important excés 
de saccharose. Au contraire, dans des milieux de culture dont tout 
le saccharose a disparu, on n’observe plus trace de ces substances 
alors que l’on a une abondante production de lévanes typiques. 

Ceci confirme nos résultats obtenus in vitro sur leur réle 
d’intermédiaire dans la synthése et non de produits d’hydrolyse. 

Dans tous les cas, la quantité obtenue est toujours trés faible. 
A partir de 600 ml de milieu contenant au départ 24 g de saccha- 
rose, on a obtenu dans le meilleur des cas 5 mg de X, (estimé 
par la méthode de Roé modifiée aprés chromatographie). 


Discussion. 


1° Tl_a été montré [40, 3, 4] que dans les glucofructosanes du 
topinambour, le glucose se trouve a l’extrémité de la molécuic 
dans un reste saccharose auquel viennent s’ajouter un nombre 
variable de restes fructoses : 


Gl4 —2 Fr 4 —2 Fr’ ..: 


Dans la synthése enzymatique : 


2 saccharoses —> glucose + gluco-fructo-fructoside. 


une molécule de saccharose sert d’initiateur, une autre de dona- 
teur de fructose. Nous ne pouvons affirmer qu’il en soit de méme 
ici. Cela nous semble néanmoins une hypothese intéressanie 
4 avancer et en tenant compte des nombreux travaux [44] qui ont 
montré que les liaisons dans la chaine des fructoses sont entre 
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les carbones 2 et 6, nous aurions alors pour la structure du tri- 


saccharide X, : 
Glee? Ex; 


2° Aprés les résultats obtenus sur les glucides du topinambour 
apres la mise en évidence de la synthése de glucofructosanes par 
divers saccharoses [42, 43, 14], on peut se demander si l’on ne 
doit pas généraliser et mettre en doute l’existence de Jévanes 0u 
de fructosanes naturels ne contenant pas de glucose. 


RESUME. 


1° Nous avons pu séparer par chromatographie sur papier, des 
produits de petits poids moléculaires intermédiaires dans la 
synthése des lévanes de Bacillus subtilis 4 partir du saccharose. 
2° Ces glucides contiennent tous du glucose. 
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ACTION DU PHOSPHORE SUR L’ACTIVITE DES GERMES 
NITRIFICATEURS ET DENITRIFICATEURS DU SOL 


par J. KAUFFMANN et M"* G. BOQUEL (°). 


(Office de la Recherche Scientifique Outre-Mer, 
Laboratoire de Microbiologie du Sol.) 


Le phosphore, l'un des principaux éléments minéraux du sol, 
intervient dans de nombreux processus biologiques. 

C’est ainsi que des auteurs ont étudié Vinfluence du_phos- 
phore sur la croissance de lAzolobacter : A mentionner l’expé- 
rience des terres moulées ot apport de phosphore a une terre 
pauvre en cet élément favorise la prolifération de ce germe, d’ot 
une augmentation du pouvoir fixateur de la terre. 

Bémeke [4] a étudié linfluence de différents éléments miné- 
raux sur lactivité des bactéries nitrifiantes en culture pure. Cet 
auteur a remarqué une activité nulle des bactéries nitreuses et 
nitriques dans un milieu dépourvu de phosphore. Bémeke en 
a conclu que les bactéries nitrifiantes exigent pour leur prolifé- 
ration un milieu riche en phosphore. « Le magnésium et !e 
phosphore sont nécessaires aux bactéries de Ja nitrification en 
quantité considérable » (Bémeke, 1950). 

Le but de nos travaux a été de rechercher le rdle du phosphore 
dans l’activité des germes nitrificateurs en culture impure et 
d’un germe dénitrificateur. 

Ne possédant pas de bactéries nitrifiantes a l'état pur, nous 
n’avons pas pu refaire lexpérience de Bémeke. 


I. — INFLUENCE DU PHOSPHORE 
SUR L ACTIVITE DES GERMES NITRIFICATEURS EN CULTURE IMPURE. 


L’activité nitrifiante est mesurée en notant la vitesse d’appari- 
tion des nitrites formés a partir d’un sel d’ammonium et leur trans- 
formation en nitrates dans des milieux de culture différemment 
enrichis en phosphore, ensemencés avec un poids connu de terre. 

Nous avons caractérisé les nitrites a l’aide du réactif de Griess. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 mai 1958. 
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Pour nos expériences nous avons utilisé le milieu de culture 
suivant : 


Sulfate de potassium’. = = = =. 3 = == 0,2¢ 
Sulfate de magnésium ..... ss. regs sae O,ig 
Chlorurezde sodium o) {F254 te ese ee hae 01g 
Suilfatesferriques-a-en coee ogee BaP 0,002 g 
Sulfate deamanganése . ... . +.. 2. = 0,002 g 
Sullate diammontumis 3 (yee ene ee ile fe 
Carbonate dercaleiumrs suena e 40 g 
Baubdistilleeuseee.t ew sete beter uence eee 1.000 em? 


Ce milieu est réparti dans des Erlenmeyer de 100 cm®, a raison 
de 25 cm? de milieu par flacon. 

Trois Erlenmeyer non additionnés de phosphore servent de 
témoins. Les autres flacons sont additionnés de quantités bien 
définies de phosphore sous forme de PO,Na,H, a savoir : 


Trois Erlenmeyer sont additionnés de. ....... 10 ug de P 
Trois Erlenmeyer sont additionnés de. ... ... 20 ug de P 
Trois Erlenmeyer sont additionnés de. ....... 50 ug de P 
Trois Erlenmeyer sont additionnés de. ...... 500 ug de P 


On ensemence chaque flacon avec 50 mg de terre séchée sur 
chlorure de calcium et finement broyée. On bouche au coton et 
on porte a ]’étuve a 29°. Tous les trois jours on suit apparition 
des nitrites et leur transformation en nitrates avec le réactif de 
Griess sur II ou III gouttes de milieu. 

Nos essais ont porté sur une terre de culture de France (région 
de Versailles) de pH 7,2 et sur une terre sous forét d’A. O. F. 
(région de basse Cote d’Ivoire) de pH 5,5. Les résultats obtenus 
sont résumés dans les tableaux I et II. L’examen du_ tableau 
montre que l’addition de phosphore dans le milieu de culture n’a 
aucune action sensible sur Jactivité nitrifiante de la_ terre 
d’Afrique, la vitesse d’apparition et de disparition des nitrites 
(par suite de leur transformation en nitrates) est la méme dans 
les milieux riches ou pauvres en phosphore. 

L’activilé nitrifiante est légérement plus active dans les milieux 
riches en phosphore ensemencés avec la terre de France. 

A noter que la terre tropicale, & pH 5,5, a une activité nitri- 
fiante neltement supérieure a celle de la terre de France a pH 7,2. 

‘Le dosage du phosphore des deux terres utilisées, par les 
méthodes chimique et microbiolog:ique (P assimilable) {2}, a 
donné les résultats suivants : 


METHODE MICROBIOLOGIQUE METHODE CHIMIQUE 
P05; en p. 100 P,0; en p. {00 (P total) 


a 


Terre de France. ..... 0,032 0 085 
Terre id Afrique. . . . . = 0,040 0,088 
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TaBieau I. 
TERRE DE FRANCE 


Quantité de P ajoutee dans le milieu de culture 


Temoin sans 


addition de P 


. Les chiffres !, 2 et 3 correspondent aux numéros des flacons. Caractérisation des nitrites : 
0, réaction négative au réactif de Griess; +, réaction légérement positive (coloration rose) ; 
++, réaction positive (coloration rouge); -+-+-+, réaction trés positive (le réactif précipite). 


TABLEAU II. 
TERRE D/‘AFRIQUE 


Nombre Quantite de P ajoutee dans le milieu de culture 


de jours ‘ 
ae Témoin sans 


culture addition de P 


Les chiffres 1, 2 et 3 correspondent aux numéros des flacons. Caractérisalion des nitrites : 
0, réaction négative au réactif de Griess; +, réaction légeérement positive (coloration rose); 


+-F, réaction positive (coloration rouge); +++, réaction trés positive (le réactif précipite). 
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Les deux terres sont done également riches en P total. La 
terre de France se montre plus riche en P assimilable (déter- 
miné par la méthode microbiologique) que la terre d’Afrique. 

On peut done conclure qu’une quantité de P égale a celle 
contenue dans les impuretés des différents éléments constituant 
le milieu de culture (pour nos expériences nous avons utilisé les 
produits chimiques R. P. Prolabo) et a celle contenue dans la 
terre ayant servi a l’ensemencement, soit, au maximum, 18 peg 
de P, est suffisante pour que, dans les conditions d’expériences, 
la nitrification se fasse normalement. Une addition de P dans le 
milieu de culture n’accélére pas la nitrification. 


IJ. — InFLuENCE DU PHOSPHORE 
SUR L ACTIVITE D' UN GERME DENITRIFICATEUR DU SOL : 
« CORYNEBACTERIUM AURANTIACUM ). 


A. En cutrure impure. — Nous avons déja constaté que cette 
souche posséde la propriété de réduire la totalité des nitrates en 
nitrites dans les milieux de culture qui contiennent, outre lazote 
nitrique, de l’azote ammoniacal ou aminé. Cette souche est essen- 
tiellement caractérisée par son aptitude a conserver cette fonction 
réductrice dans tous les milieux de culture permettant la crois- 
sance de cette bactérie {8}. 

Dans une note récente [2], nous avons montré que la réduction 
des nitrates en nitrites par cette souche n’a lieu qu’a partir d’une 
cerlaine concentration en phosphore dans le milieu de culture. 
Or V’apparition de nitrites dans le milieu de culture correspond 
au début de la croissance de la bactérie. L’examen microscopique, 
en effet, dans les milieux de culture contenant une quantité de 
phosphore inférieure au seuil d’apparition des nitrites, ne montre 
que quelques rares bactéries par champ microscopique. Par 
contre, on observe de nombreuses bactéries dans les milieux ot 
la réduction des nitrates en nitrites a eu lieu. 

‘La recherche de l’influence du phosphore sur cette bactérie a 
été faite en opérant dans les mémes conditions que dans celles 
de Vexpérience précédente, mais en utilisant le milieu de culture 
suivant : 

Sulfate de potassium. 0 
Sulfate de magnésium . 0 
Chlorure de sodium 0 
Sulfate ferrique . . Aaa et Se ieee ee ee 0 
Sulfate deumanganese gee alc emcee 0 
Glucose a). be Eee Seek a ee ee ee ee 10 
Nitrate @ammonium, . 3 

3 

0 


Carbonate de calcium Pia A ie Select ae oe ar apr 
BaUsOIStilee s,s, «45 ee Se enon ee ERO) 


Chaque Erlenmeyer est ensemencé avec 50 mg de terre et 
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quelques gouttes d’une suspension de C. a. On a soin de réserver 
des flacons témoins ensemencés seulement avec la terre. L’activité 
de C. a. a été déterminée en caractérisant l’apparition des nitrites 
dans le milieu de culture. Cette caractérisation a été faite six jours 
et vingt jours aprés l’ensemencement. Les résultats sont résumés 
dans le tableau III. L’examen de ce tableau montre que le milieu 


TaBLeau III. 
Nombre P en Y ajoute dans les milieux de 
de jours culture ensemences avec 50mg de 

de terre et avec C.a. 

culture | Témoin] Témoin 

af 0 
52 afatt 
oP pioate 
fe ip 


me 


Caractérisation des nitrites par le réactif de Griess : 0. réaction négative; +, réaction légé- 
rement positive (coloration rose); ++, réaction positive (coloration rouge); +++, réaction 
trés positive (le réactif précipite). Témoin I: Milieu ensemencé uniquement avec la terre. 
Témoin II : Milieu ensemencé avec la terre et avec le C.a. 


Echantillons 
de 
terre 


TERRE DE 
FRANCE 


TERRE 
DAFRIQUE 


de culture non additionné de phosphore, enrichi de 50 mg de 
terre non stérile et ensemencé avec C. a., contient une quantité de 
nitrites supérieure a celle contenue dans le milieu de culture 
témoin non ensemencé avec C. a. Les résultats sont pratiquement 
identiques pour les deux terres. La quantité de phosphore assimi- 
lable contenue dans 50 mg de terre non stérile et dans les impu- 
retés des différents constituants du milieu de culture est donc 
suffisante pour permettre une certaine activité du C. a. : activité 
constatée par une augmentation de réduction des nitrates en 
nitrites dans les milieux ensemencés avec cette souche. 

La non production ou la disparition des nitrites dans certains 
milieux additionnés de phosphore doit sans doute étre attribuée 
& une réutilisation, par la microflore de la terre, des nitrites 
formés par C. a. et par d’autres germes, présents dans la terre, 
possédant la méme propriété réductrice que C. a., lactivité de 
cette microflore étant faible dans les milieux pauvres en phos- 
phore. 


B. INFLUENCE DU PHOSPHORE SUR L’ACTIVITE DE Corynebacterium 
aurantiacum EN CULTURE PURE. — Nous avons opéré dans les 
mémes conditions que dans celles de l’expérience précédente, a 
cette différence prés que les 50 mg de terre ajoutés dans chaque 
Erlenmeyer ont été stérilisés avec le milieu de culture, a |’auto- 
clave, vingt minutes a 115°. Les milieux, différemment enrichis 
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en phosphore, sont uniquement ensemencés avec C. a. La caracté- 
risation des nitrites, faite soit huit jours, soit vingt-cing jours 
apres ]’ensemencement, a donné les mémes résultats, a savor 
que seuls les milieux de culture additionnés de phosphore ont 
donné une réaction positive au réactif de Griess. Ces résultats 
sont valables pour les deux terres. 

Dans un travail récent [2], nous avons montré que la stéril- 
sation de la terre a pour effet de libérer & partir de complexes 
phosphorés non assimilables par le C. a., du phosphore assimi- 
lable pour cette bactérie. On aurait donc dd trouver une exigence 
plus grande en phosphore dans les milieux non stérilisés, ce qui 
n’est pas le cas. 

Afin de rechercher la cause de celle exigence moins grande en 
phosphore dans les milieux non stériles, nous avons refait l’expé- 
rience en ensemencant un premier lot de flacons avec |’extrait 
aqueux de terre filtré sur bougie. Un deuxiéme lot a été ense- 
mencé avec J’extrait non filtré. La quantité d’extrait de terre 
ajouté dans chaque flacon correspond & 50 mg de terre. Les 
résultats obtenus ont été les suivants : 


TERRE DE FRANCE TERRE D'AFRIQUE 


Extrait filtré | Extrait non filtré Extrait filtré Extrait non filtré 


EGR | As EYouct 4+ Ca. Snha 


0 fo fare] a aie 


La caractérisation des nitrites a été faite six jours aprés l’ense- 
mencement. 

Dans ces conditions, on constate que seuls les flacons ense- 
mencés avec ]’extrait de terre non filtré et avec le C. a. donnent 
une réaction positive au réactif de Griess. 

L’exigence moins grande en phosphore du C. a., dans les 
milieux non stériles, est donc due a la présence, dans le milieu 
de culture, de la microflore totale du sol. 


CoNCLUSIONS. 


Les germes nitrificateurs (germes nitreux et nitriques), associés 
avec la microflore totale du sol, exigent trés peu de phosphore 
pour leur activité. Un milieu de culture contenant au maximum 
0,7 Hg de P/em* permet une activité nitrifiante aussi intense que 
celle réalisée dans les milieux riches. en phosphore. L’expérience 
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a été faite sur une terre de culture de France et sur une terre 
sous forét de région tropicale. A noter que la terre tropicale 
i pH acide a montré une activité nitrifiante nettement plus active 
que celle de la terre de France a pH neutre. 

Dans les mémes conditions d’expériences, nous avons obtenu 
des résultats analogues avec un germe dénitrificateur banal du 
sol, dénommé par nous Corynebacterium aurantiacum. 

Toutefois, en culture pure le C. a. exige pour sa croissance un 
milieu beaucoup plus riche en phosphore. 

L’exigence moins grande en phosphore du C.a. dans les 
milieux non stériles est due a la présence, dans le milieu de 
culture, de la microflore totale du sol. 

Il est probable que les bactéries nitrifiantes se comportent 
comme le C. a. en exigeant plus de phosphore, pour leur acti- 
vité, en culture pure qu’associées avec la microflore totale du sol. 

Ainsi peuvent étre expliqués les résultats apparemment contra- 
dictoires obtenus par Bomeke. 

Nos expér:ences n’ont porté que sur deux terres. Il est probable 
que des résultats contraires pourraient étre oblenus avec la micro- 
flore de certaines terres ot les phénomeénes antagonistes l’empor- 
teraient sur les phénoménes symbiotiques. 
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COMMUNICATIONS 


AU SUJET DE LA PHASE DE LATENCE 
DANS LA CROISSANCE DE PASTEURELLA PESTIS 
EN BOUILLON 


par G. GIRARD et J. GALLUT. 


(Institut Pasteur.) 


La croissance de Pasteurella pestis en bouillon n’est jamais rapide 
et c’est une des caractéristiques essentielles de ce microorganisme. On 
peut méme échouer a le cultiver, & moins de procéder A de larges 
inoculats comportant plusieurs millions de germes, si le bouillon n’est 
pas additionné de sang ou de sérum sanguin. A ce point de vue, l’un 
de nous a souligné l’avantage de la substitution au bouillon nutritif 
de solutions de certaines peptones grdce auxquelles on parvient A 
réaliser le développement de quelques unités microbiennes [4] ; mais 
la croissance restera lente et demandera parfois plusieurs jours avant 
d’étre apparente. Tchan a, de son cdté, signalé qu’au départ une 
cellule de P. pestis isolée au micromanipulateur demandait environ 
quatre heures pour se diviser au sein d’une eau peptonée particulie- 
rement favorable [2]. 

5S. S. Sokhey, en rappelant que la phase de latence d’une culture 
microbienne était subordonnée & un ensemble de facteurs invoqués 
par la plupart des auteurs, et dont les principaux concernent : l’Age 
de la culture, l’importance de la semence, la composition du milieu, 
la température d’incubation, la fréquence des repiquages de la cultuce 
d’origine, a estimé, qu’en fait, tout se résumait A une carence plus 
ou moins marquée en éléments nutritifs indispensables, au moins 
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pour P. pestis. Puisque la croissance logarithmique fait suite & un 
temps de latence variable au cours duquel le milieu s’enrichit progres- 
sivement, Sohkey a pensé que cet enrichissement était imputable aux 
substances libérées par la lyse d’une partie des cellules de l’inoculat. 
Si cette conception était fondée, le milieu idéal devrait étre représenté 
par une solution des constituants de la bactérie elle-méme, tout milieu 
artificiel ne pouvant répondre exactement A cette exigence. 

Les expériences de Sokhey ont justifié son hypothése, et il est 
parvenu a réduire considérablement le temps de latence en cultivant 
P. pestis dans un filtrat de sa propre culture en bouillon, toutes choses 
égales quant aux différents facteurs énumérés ci-dessus [3]. 

Nos recherches, inspirées de celles de Sokhey, ont été effectuées sur 
un plan plus large que celles de cet auteur dont les conclusions ont 


été amplement confirmées. 


PROTOCOLES EXPERIMENTAUX. 


a) Matériel. — Deux milieux peu favorables au démarrage de faibles 
inoculats de P. pestis ont été choisis 4 dessein pour mieux saisir les diffé- 
rences éventuelles entre la croissance dans le milieu témoin et le filtrat 
du méme milieu ensemencé au préalable avec une dose notable de 
P. pestis : macération aqueuse de viande musculaire de boeuf a 500 ¢ par 
litre dune part; bouillon constitué de cette macération additionnée de 
20 g pour 1000 de peptone bactériologique (marque Uclaf) d’autre part ; 
pH ajusté 4 7,2; un volume de 10 cm exactement réparti dans des tubes 
de calibre identique 18/18; cultures faites A 26° C. Les milieux témoins et 
fillrats étaient parfaitement limpides aprés stérilisation. Tandis que Sokhey 
neemploya que des filtrats de cultures en bouillon de six heures, nous 
avons utilisé en oultre des filtrats de cultures de vingt-quatre, quarante- 
avons utilisé en outre des filtrats de cultures de vingt-quatre, quarante-huit 
heures, dix et vingt-quatre jours. Les modifications de pH de ces filtrats dans 
le sens de l’alcalinité — fait normal des cultures agées de P. pestis 
étaient insignifiantes par rapport au pH initial ; il demeurait dans les limites 
du pH optimum compris entre 7 et 7,6 pour le bacille pesteux. 

Trois souches ont fait objet de nos recherches : deux avirulentes de 
la variété orientalis (souches E.V. et Elisabethville) ; une virulente de la 
var. antiqua [souche Lita 4920] (1), mais seule la souche E.V. a servi aux 
cultures dans les deux milieux destinés A l’obtention des filtrats. 

b) Techniques. — Nous avons aprés une série d’essais préliminaires, 
et afin d’étre en mesure d’effectuer et d’échelonner nos contréles sur un 
laps de temps suffisant, fait varier l’inoculum de germes viables de 400 000 
par centimétre cube d’abord, réduit ensuite au chiffre de 3000-5 000. 
Ceux-ci provenaient de cultures de vingt-quatre heures en eau peptonée, 
diluées en conséquence. Le controle au départ était fait par ensemen- 
cement sur gélose inclinée — gélose peptonée sur laquelle P. pestis pousse 
sensiblement A Vunité (1) — d’une 6se dont le prélévement correspond 
4h 1/800 de centimétre cube et qui nous a donné au temps O, pour les 
inoculats les plus faibles, de 3 a 6 colonies. 

La croissance a été suivie : 1° par des ensemencements a intervalles 
réguliers sur cette gélose inclinée avec cette méme dse (2 tubes par opéra- 


(1) Rappelons qu’il existe trois variétés de P. pestis qui se différencient 
par certaines propriétés biochimiques et que R. Devignat a proposé de 
désigner sous les noms de P. pestis var. orientalis, mediaevalis, antiqua. 
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tion et calcul de la moyenne des colonies aprés huit jours d incubation 
A 260 ©; 2° par néphélométrie (mesure de la densité optique au moyen 
du photométre absolu a cellules électriques de Bonét-Maury) avant toute 
apparition de culture visible, soit simplement en notant le moment précis 
ou se manifestait un début d’opalescence du milieu, les tubes étant examines 
A Voeil nu par transparence. Il n’a été évidemment tenu compte que des 
expériences dont la réponse était acquise, soit pendant la journée de travail, 
soit aprés un délai d’au moins vingt-quatre heures, car aucune mesure 
n’était faite pendant la nuit. 


Résullats. — Les deux figures annexes sont assez significatives pour 
nous dispenser d’exprimer dans des tableaux les données numériques 
de ces expériences dont tous les résultats ont été concordants. 

La figure 1 montre que, avec des inoculats de 400 000 germes par 
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Fic. 1. — Densité optique. Inoculat de 400 000 germes par centimétre cube 


(souche E.V.). En trait plein : bouillon peptoné, témoin. En pointillé : fillrat 
de culture de vingt-quatre heures dans le méme milieu. 


~ 


cenlimétre cube, la phase de latence qui est de dix heures dans les 
milieux témoins est réduite & deux heures dans les filtrats. La densité 
optique du témoin rejoint celle du fillrat vers la douziéme heure, et 
il semble qu’a ce stade la culture tend & croftre plus vite dans le 
témoin que dans le filtrat. Cette constatation qui a été faite 4 plusieurs 
reprises reste sans explication ; mais vers la quarantiéme heure, les 
cultures ont la méme opacité. 

La figure 2 exprime de part et d’autre la richesse en microorga- 
nismes viables par centimétre cube aprés des ensemencements de 
3 000-5 000 germes : F 1, 2, 3 (filtrats), T 1, 2, 3 (témoins correspon- 
dants). Alors que les cultures ont démarré sensiblement en méme 
temps dans les F, un seul témoin a cultivé, aprés une phase de latence 
de vingt-sept heures, les deux autres n’ayant donné qu’un nombre 
de germes du méme ordre que celui de l’inoculat pour finalement 
tomber a 0, les deux milieux en question n’ayant jamais accusé la 
plus légére turbidité aprés vingt jours d’observation. Par contraste, 
la phase de latence des 8 filtrats n’a pas dépassé seize heures. 

Dans une expérience qui ne rentre pas dans le cadre de cette figure, 
la culture dans le milieu témoin (macération de viande) ne partit 
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qu’au bout de six jours pour devenir trés vite florissante. alors qu’elle 
avait démarré aprés dix-huit heures dans le filtrat. 

En général, le milieu commence A se troubler trois 2 cing heures 
aprés que la numération des colonies témoigne que la croissance est 
parvenue au stade de progression géométrique. Ensuite, et tres rapi- 
dement, l’ensemencement d’une Sse donnera une culture en nappe 
homogeéne. 


Discussion. — On savait depuis longtemps qu’en bouillon il fallait 
de larges ensemencements de P. pestis pour en assurer la croissance 


4.105 


2.105 


GERMES PAR cm° 


O Dio a 40 HEURES 


Fic. 2. — Nombre de germes viables. \Inoculat de 3 000 45 000 germes par centi- 
métre cube. En trait plein : macération de viande, témoin. En pointillé : 
filtrat ‘e culture de vingt-quatre heures dans le méme milieu. 1, souche E. V.; 
2, souche Elisabethville; 3, souche Lita 4920. 


apres une phase de latence inversement proportionnelle a l’importance 
de linoculat. Pour Sokhey, ce temps de latence est celui qui est 
imparti a lenrichissement nutritif du milieu par les constituants 
provenant de la lyse d’une partie de la semence. Nos constatations 
confirment pleinement ce point de vue. Elles nous enseignent en outre 
que des filtrats de culture de P. pestis, non seulement de quelques 
heures, mais encore de plusieurs jours (nous nous sommes arrétés A 
vingt-quatre jours) sont tout aussi favorables. Nous pouvions le prévoir 
puisque P. pestis en bouillon poursuit sa croissance entre 4° et 20° C 
pendant de longs mois aprés quoi la culture est toujours repiquable 
avec succés. Ces cultures 4gées ne contiennent done aucune substance 
toxique ou inhibitrice. A cet égard, il n’y a rien de comparable a la 
« vaccination » des mémes milieux gélosés qui deviennent impropres & la 
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croissance de P. pestis lorsque la récolte en a été effectuée apreés quelques 
jours de culture et qu’on les ensemence a nouveau. 

Des recherches ultérieures nous indiqueront si l’on obtiendrait par 
addition d’une trace d’extrait de bacille pesteux cultivé sur gélose 
des résultats identiques & ceux que fournit le filtrat de culture en 
bouillon. 

Pour ce qui est de l’identification du bacille pesteux in vivo, bien 
que le matériel suspect — sang, sérosités d’organes — apporte au 
bouillon les éléments nutritifs complémentaires favorables 4 la crois- 
sance de l’agent étiologique, ]’ensemencement en filtrat de culture de 
P. pestis permettrait peut-étre de réduire la phase de latence qui reste 
parfois longue lorsque ce matériel est pauvre en microorganismes 
spécifiques. 

Il n’est pas exclu que le procédé soit applicable avec bénéfice a 
d’autres germes dont la culture s’avére lente ou difficile dams les 
milieux liquides usuels. 


Résumé. — S. S. Sokhey a suggéré et démontré que Ja phase de 
latence dans la croissance de P. pestis en bouillon était subordonnée 
a4 Venrichissement du milieu par lyse d’une fraction de linoculat. Un 
filtrat de jeune culture de peste représente donc le milieu idéal au 
sein duquel le temps de latence sera trés notablement réduit. 

Nos recherches ont confirmé ce point de vue. Elles ont en outre 
précisé que les filtrats de cultures 4gées de P. pestis avaient un effet 
aussi favorable que ceux des cultures de 6 heures et qu’il était possibie 
d’y provoquer la croissance de faibles inoculats qui, dans le milieu 
témoin, étaient parfois incapables de se développer. 
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ETUDE DES ANATOXINES TETANIQUES CONCENTREES 


par Marcen RAYNAUD, Anpré TURPIN et Enovarn LEMETAYER +. 


Il est bien éfabli que le formol agissant dans des conditions déter- 
minées de concentration et de température assure la détoxification de 
nombreuses toxines microbiennes, en particulier de la toxine téta- 
nique [4]. Le contrdle de la détoxification s’effectue sur l’animal dans 
des conditions rigoureuses. Pour l’anatoxine tétanique, a 1’Institut 
Pasteur, on injecte au cobaye 5 ml, A la souris 2 ml d’anatoxine brute, 
titrant 30 U. F. par millilitre. Les animaux sont observés pendant 
un mois, et seuls sont retenus les échantillons qui n’ont provoqué ni 
la mort des animaux, ni l’apparition du moindre signe de tétanos 
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localisé, ni amaigrissement. Si l’on estime la plus faible quantilé de 
toxine ainsi décelable 4 1/500 de DMM pour le cobaye ou a 1/10 de DMM 
pour la souris, et si l’on admet qu’une U. F. équivaut a 10000 ou 
18 000 DMM souris [2], on constate que l’épreuve de contréle permet 
seulement d’affirmer que dans les échantillons utilisés pour l’immu- 
nisation humaine, le rapport toxine résiduelle/anatoxine totale est 
approximativement inférieur 4 10—7 (cobaye <4,4.10—%; souris 
<@ EGO): 

Dans ces conditions, on peut étre stir, et l’expérience des innom- 
brables vaccinations antitétaniques effectuées le confirme, que l’ana- 
toxine tétanique est incapable de provoquer l’apparition du moindre 
signe de tétanos, tant chez l’enfant que chez l’adulte. 

L’étude des anatoxines purifiées et concentrées nous a permis de 
constater que la plupart des anatoxines tétaniques purifiées présentaient 
aprés le traitement subi, une toxicité trés faible mais qui pouvait étre 
mise en évidence, aprés avoir réalisé une concentration suffisante. 

Toutes les anatoxines concentrées que nous avons étudiées étaient 
préparées 4 partir d’anatoxines brutes qui avaient satisfait aux épreuves 
de contréle dont nous venons de rappeler la technique. 

La méthode de purification employée peut dans certains cas masquer 
Je phénoméne. L’anatoxine tétanique est en effet beaucoup plus résis- 
tante 4 divers traitements dénaturants que la toxine. C’est ainsi que 
la précipitation par l’acide trichloracétique [3] pratiquée sans précau- 
tions spéciales dénature la toxine beaucoup plus que l’anatoxine. II] 
faut donc, pour pouvoir mettre le phénoméne que nous décrivons en 
évidence, utiliser une méthode de préparation, qui, appliquée a une 
toxine témoin, assure une récupération totale de cette derniére, avec 
un rendement de 100 p. 100. Nous avons pu mettre au point une 
méthode de ce type qui fait l’objet de communications distinctes [4]. 

Cette méthode est basée sur la précipitation a4 pH = 4, par I’acide 
métaphosphorique, dans des conditions de température rigoureusement 
contrélées. La température, au cours de la centrifugation en particulier, 
doit rester voisine de —15° ; l’abaissement aux environs de — 15° est 
rendu possible par l’addition préalable 4 l’anatoxine ou a la toxine de 
chlorure de sodium Aa la concentration de 250 g par litre. 

La substance toxique présente dans les anatoxines concentrées est 
bien la toxine tétanique. Deux faits expérimentaux l’établissent sans 
contestation : 

1° Les accidents observés avant la mort, aprés injection intramus- 
culaire au cobaye, sont ceux du télanos expérimental. 

a) Lorsque la toxicité résiduelle est relativement élevée, l’affection apres 
injection dans un membre inféricur (cuisse) évolue sur le mode classique 
du tétanos « dit ascendant » ; raideur du membre injecté, contracture 
du rachis, crises convulsives, mort. 

b) Lorsque la toxicité résiduelle est plus faible (et aussi suivant les 
lots d’anatoxines brutes utilisées pour la préparation des anatoxines 
concentrées), le tétanos évolue suivant le mode particulier, bien décrit 
par Descombey [5] et plus récemment par d’Antona [6], du tétanos 
« bulbaire » ou généralisé d’emblée, un peu plus difficile a identifier 
pour un observateur non averti : contracture généralisée des quatre 
membres, intermittente d’abord puis permanente, donnant au cobaye 
V’allure « d’un animal en fil de fer ». 
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2° Le sérum antitétanique, injecté A dose élevée (10000 U. A.) par 
voie intrapéritonéale, quatre heures avant 1’injection intramusculaire 
de 14 10 DMM « d’anatoxine concentrée », assure la survie de tous les 
animaux. d 
: On peut done définir pour les anatoxines tétaniques concentrees 
une DMM. Lorsque la toxicité résiduelle est suffisante, on peut adopter 
la méme définition que pour la toxine : dose assurant en quatre jours 
la mort de 100 p. 100 des animaux. Lorsque la toxicité résiduelle est 
faible la recherche de la dose mortelle en quatre jours nécessiterait 
V’emploi de doses trés élevées d’anatoxine. Nous avons, dans ce cas, 
déterminé la DMM en prolongeant la période d’observation jusqua 
quinze jours (dans le tableau I, ces cas sont signalés par un astérisque). 
Nos expériences ont d’abord porté sur des anatoxines brutes pré- 
parées 2 l'Institut Pasteur. De trés nombreux lots d’anatoxines brutes 
nous ont donné des anatoxines concentrées toxiques, avec des varia- 
tions importantes dans le degré de toxicité. f 
Nous avons alors demandé & divers Instituts européens de nous 
envoyer des échantillons de leurs anatoxines brutes et nous avons 
répété les expériences (1). Les résultats sont rapportés dans les tableaux 
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1, anatoxine I.P. Paris : B. brute; P, purifiée suivant la méthode de Plilemer. 2, 3, ana- 
toxine I.P. Paris : B, brute; P, précipitée par l'acide métaphosphorique a 0°. 4, anatoxine 
1.P. Brux. : B, brute; P, précipitée par l’acide métaphosphorique a 6°. 5, anatoxine Wel. 
Res. Lab. : B, brute; P, précipitée par l'acide métaphosphorique a 0°. 6, anatoxine I. Siero t 
Si. : B, brute; P, précipitée par lacide métaphosphorique a 0°. 


Nous avons aussi recherché la toxicité résiduelle éventuelle de quelques 
anatoxines tétaniques purifiées commerciales (2). 

Les résultats qui sont rapportés au tableau II ne peuvent étre 
comparés a ceux du tableau I, car ces produits ont été préparés par 


(1) Nous remercions bien vivement pour leur envoi obligeant : M. P. Bor- 
det, Institut Pasteur, Bruxelles; M. J. W. Trevan, Wellcome. Research 
Laboratories, Beckenham; M. D. d’Antona, Istituto Sieroterapico, Siena. 

(2) Nous remercions Mle ], Scheibel, du Statens Serum Institut, Copen- 
hague, et M. S. Cooper, Lederle Laboratories Division, pour les échantil- 
lons quwils nous ont fait parvenir. 
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TABLEAU IT, 


' 
UF/m1 890: 875 ! 2400 $ 1500 $ 
1‘ 7 ' ' 
' 
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7, anatoxine purifiée Lederle 29-33-128. 8, anatoxine purifiée Inst. Serother. Etat Danois 
VII. 49. 9, anatoxine purifiée Inst, Serother. Etat Danois IV. 5!. 10, anatoxine purifiée Inst. 
Serother Etat Danois I. 52. 


des méthodes différentes, dont il serait d’ailleurs intéressant de 
controler si elles n’ont pas un effet dénaturant. ; 

Deux faits méritent d’étre mis en évidence : 

1° La toxicité résiduelle est trés variable d’un échantillon a l’autre, 
méme lorsque les conditions de préparation de l’anatoxine sont iden- 
liques ; 

2° Dans certains cas, il semble que la précipitation par l’acide méta- 
phospborique provogque une réapparition partielle de la toxicité. 

Il reste A savoir si cette toxicité résiduelle joue un rdle dans le 
pouvoir immunisant d’une anatoxine ou s’il s’agit d’un phénoméne 
trés contingent, la précipitation par l’acide métaphosphorique réac- 
tivant des molécules de toxine incomplétement détoxifiées par ie 
formol. 

La réponse A cette question ne peut étre fournie que par des 
recherches similaires effectuées sur de nombreuses anatoxines, avec 
détermination précise du pouvoir antigénique expérimental. 
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DIFFUSION DE LA STREPTOMYCINE 
DANS LES LESIONS CASEEUSES 
DES TUBERCULEUX PULMONAIRES 


par G. CANETTI et F. GRUMBACH. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose.) 


Alors que de nombreux travaux ont précisé les concentrations de 
streptomycine existant dans le sang et le liquide céphalo-rachidien des 
tuberculeux au cours de la streptomycinothérapie, celles réalisées au 
sein des lésions tuberculeuses mémes, et singuliérement des lésions 
pulmonaires, n’ont été jusqu’ici que fort peu étudiées. Steenken, 
d’Esopo et Wolinsky [1], chez 13 tuberculeux pulmonaires cavitaires 
recevant 0,3 g de streptomycine toutes les trois heures, ont trouvé 
dans 24 prélévements de sécrétion endo-cavitaire une concentration 
moyenne de 7,7 ywg/cm’. Mais ces prélévements étaient faits par aspi- 
ration forcée & la Monaldi, procédé qui accroit la transsudation a travers 
la paroi de la caverne et risque de ce fait de modifier la composition 
de la sérosité intracavitaire. Honda [2], chez 7 tuberculeux ayant recu 
par voie intramusculaire 0,5 g de streptomycine, et dont les poumons 
farent enlevés chirurgicalement, a trouvé dans les foyers tuberculeux 
des concentrations de 1 4 4,3 wg/cm*. La nature des foyers n’est pas 
précisée. Le probléme de la diffusion intralésionnelle de la _ strepto- 
mycine méritait d’étre examiné de plus prés. 


1° Mareriet, — Notre travail a porté sur 32 sujets atteints de tuberculose 
pulmonaire, en instance d’exérése segmentaire ou lobaire (1). Tout au 
début de Vintervention chirurgicale, environ une heure avant le moment 
présumé de la ligature des vaisseaux pulmonaires, ces sujets recevaient 
en injection intramusculaire la dose quotidienne habituelle de la strepto- 
mycinothérapie actuelle, soit 1 g. Puis l’opération avait lieu. 

Du lobe ou segment extirpé, un ou plusieurs fragments lésionnels étaient 
prélevés, pesés, minutieusement broyés et mis en suspension dans de l’eau 
distillée. Le dosage était fait sur la suspension non centrifugée. Les raisons 
de cette maniére de faire, ainsi que certains détails techniques ayant une 
incidence notable sur les résultats, seront précisés dans un mémoire ulté- 
rieur. Des fragments des mémes lésions étaient prélevés pour ensemen- 
cement et examen histologique. 


2° Dosace DE LA sTREPTOMyCINE. -- La méthode A employer devait répondre 
a deux exigences : pouvoir s’appliquer A des produits non stériles et étre 
d’une sensibilité suffisante pour révéler de trés faibles concentrations de 
streptomycine. La premiére exigence était satisfaite par la méthode par 
diffusion en gélose. Mais la méthode en plaques de gélose avec difjusion 
circulaire [3] s’est révélée trop peu sensible pour mettre en évidence les 


dd) Il s’agissait de malades du Centre Médico-Chirurgical Thoracique ae 
PI6pital Foch, 4 Suresnes. Nous remercions vivement les Drs Israél et 
Ifertzog, ainsi que leurs collaborateurs, pour leur obligeant concours. 
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faibles concentrations de streptomycine de nos échantillons. Nous avons 
eu dés lors recours & la méthode de diffusion linéaire de Mitchinson et 
Spicer [4], modifiée par Villemin [5], et que nous avons adaptée au matériel 
que nous avions a étudier. Le milieu gélosé, relativement pauvre [5], est 
a pH 7,88. Le germe sensible employé fut Staphylococcus aureus N 131, 
dilution & 10—4 dans la gélose d’une culture de six heures en peptone 
glucosée. On peut ainsi apprécier jusqu’A 0,3 pg/ems de streptomycine 
dans l’échantillon a titrer. Les résultats, exprimés d’abord en pg par centi- 
meétre cube de suspension, sont transformés en pg de streptomycine par 
gramme de lésion; c’est sous cette forme que nous les donnons. 


3° Résutrats. — Nos dosages ont porté sur les éléments suivants : 
a) 31 fragments non tuberculeux des poumons extirpés ; 

b) 48 lésions caséeuses solides encapsulées ; 

c) 19 cavernes ; 

d) 6 scléroses ; 

c) 5 ganglions. 


Concentrations de streptomycine dans les différents fragments 
ou lésions. Nombre de cas par échelon de concentration. 


SSSR SS A PE SS SI SE SS I SE ES SE EF IS A ET ETE 


FRAGMENTS LESIONS ; 
de poumons caséeuses CAVERNES |} SCLEROSE | GANGLIONS 
sains solides 
UNS tees Sa irene 2 5 4 
1a40pg.... "+ 1/19 | 89 p. 100/56 | 64 p. 400 7 2 : 
AOFRE 20K Oe (ales aiesey sits 13 9 
Se Ce | 6 61 p. 400) 5 36"p. 100 3 n 
Concentration moyenne . 16 ug/g 9 ng/g 9,4 ug/g |13,5 ug/g) 9,9 ug/g 
a) Fragments pulmonaires non tuberculeux. — Ces fragments étaient 


soit totalement sains, soit hémorragiques, soit légérement atélecta- 
siques. Les concentrations trouvées ont été : 2 fois nulles, 10 fois 
comprises entre 1 et 10 yg (taux minimum : 2,8 yg), 13 fois entre 10 
et 20 wg, et 6 fois supérieures A 20 pg (taux maximum : 43 yg). Dans 
39 p. 100 des cas, la concentration était inférieure 4 10 pg; dans 


x 


61 p. 100, supérieure. La moyenne des 31 prélévements s’établit 4 
16 ug/g. i : ; 

b) Lésions caséeuses solides. — Il s’agissait soit de nodules tuber- 
culeux de 3 A 15 mm de diamétre, Iésion fondamentale de la tuber- 
culose humaine, soit de masses caséeuses plus volumineuses, du type 
tuberculome (6 cas). Toutes ces lésions étaient encapsulées, a des 
degrés divers. Les concentrations trouvées ont été : 5 fois nulles, 
26 fois comprises entre 1 et 10 pg (taux minimum : 2,9 ug), 9 fois 
entre 10 et 20 pg, 8 fois supérieures 4 20 wg (taux maximum : 35 1g). 
Dans 64 p. 100 des cas, la concentration était inférieure 4 10 ng Fi dans 
36 p. 100 des cas, supérieure. La concentration moyenne des 48 lésions 
s’établit 4 9 ug/g. 

Cette concentration est notablement inférieure a celle trouvée dans 
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les fragments pulmonaires non tuberculeux. Mais elle est trés nota- 
blement supérieure a@ la concentration nécessaire ad la bactériostase 
in vitro de souches normalement sensibles. 

Deux points méritent d’étre soulignés. Le degré d’encapsulement 
des foyers était des plus variables. Il n’est pas apparu qu’il y ait une 
relation entre l’épaisseur de la capsule et la concentration intralésion- 
nelle de streptomycine. D’autre part, chez 8 malades, deux ou plusieurs 
lésions caséeuses ont été étudiées. Dans 3 cas, les taux trouvés pour 
chaque Iésion étaient assez voisins (par exemple 5,6 pg et 6 wg ; ou 
23 pg, 24 pg et 35 wg) ; mais dans 5 cas, ils étaient fort différents 
(par exemple 11 ug, 9 pg et O ug; 11 pg, 26,5 pg et 35 yu ; 3,9 weg, 
5,6 pe et 15,5 pg). Jusqu’ici, aucune différence d’ordre histologique 
n’a 6té trouvée qui permette d’expliquer ces écarts-. 

c) Cavernes. — Il s’agissait soit de parois cavitaires détergées (8 cas), 
soit de parois cavitaires encore caséeuses, d’un caséum partiellement 
liquéfié (11 cas). Les concentrations trouvées ont été : 1 fois nulle, 
11 fois comprises entre 1 et 10 pg (taux minimum : 2 yg), 4 fois entre 
10 et 20 ug, 3 fois supérieures 4 20 ug. La concentration moyenne des 
19 lésions s’établit 4 9,4 ug/g. Ce taux est inférieur 4 celui des lésions 
caséeuses solides. En effet, 14 lésions caséeuses solides des mémes 
malades montrérent une concentration Iésionnelle moyenne de 
14,1 wg/g. 

d) Seléroses. — Il s’agissait de scléroses pulmonaires ou _ pleurales 
denses. Les concentrations s’élagérent de 8 ug aA 21,6 wg, avec une 
moyenne de 13,5 ug. Ce sont la des concentrations élevées. En effet, 
chez les mémes malades, les fragments de poumon sain montrérent 
des concentrations de 2,8 pg a 13,5 ug, avec une moyenne de 9,6 ug. 
La streptomycine pénétre donc fort bien dans les scléroses. 

e) Ganglions. — I] s’agissait de petits ganglions juxtabronchiques 
non caséeux, avec de rares follicules tuberculeux. Les concentrations 
trouvées s’étagérent de 4,2 pg a 14,6 wg, avec une moyenne de 9,9 ug. 
Ce taux est identique a celui des fragments de poumon sain provenant 
des mémes cas (10 ug). 


4° Discussion. — Le fait fondamental révélé par nos dosages est que 
la streptomycine pénétre fort bien dans la nécrose caséeuse, qu'elle 
soit solide ou liquide. Les concentrations que l’on y atteint avec fa 
dose thérapeutique habituelle (1 g) sont trés supérieures 4 celles néces- 
saires 4 la bactériostase d’une souche normalement sensible. Ce fait 
meérite d’étre souligné, parce que l’une des hypothéses les plus fréquem- 
ment émises pour expliquer l’action médiocre de la streptomycinothé- 
rapie sur les Iésions caséeuses, qu’elles soient solides ou liquides, est 
Vinsuffisante pénétration de l’antibiotique dams le caséum. Les faits 
rapportés ici montrent que cette hypothése est erronée. 

On a vu cependant que les concentrations intracaséeuses sont plus 
faibles que celles qui existent dans le poumon sain. Cet état de choses 
he peut encore étre expliqué de maniére certaine. On peut toutefois 
tenir pour assez vraisemblable qu’il n’est pas dd a une pénétration 
moindre de la streptomycine dans le caséum, mais 4 une inhibition 
partielle de la streptomycine par les nombreuses substances d’autolyse 
cellulaire et tissulaire qui s’y trouvent. Cette hypothése rendrait égale- 
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ment compte du fait que les concentrations trouvées dans le caséum 
solide sont un peu plus fortes que celles trouvées dans le caséum 
ramolli, l’autolyse étant plus prononcée ici que la. Toutefois, la réalité 
méme de ce dernier fait demande 4 étre établie sur des cas plus nom- 
breux. 

Quant au probléme de fond, celui de l’action médiocre de Ja strepto- 
mycine sur tant de lésions caséeuses malgré la pénétration intra- 
lésionnelle suffisante de l’antibiotique, il ne peut étre envisagé ici de 
maniére détaillée. On remarquera simplement les deux points suivants. 
Dans un trés grand nombre de lésions caséeuses solides, les bacilles 
viables disparaissent 4 la longue spontanément ; l’insuffisance d’action 
de la streptomycine n’est donc un probléme pratique que pour celles 
d’entre les lésions caséeuses solides oti la stérilisation spontanée ne se 
produit pas — bien que les bacilles y soient rares —, ainsi que pour les 
lésions caséeuses ramollies, ot il y a multiplication bacillaire intense. 
A Véchec de Ja streptomycinothérapie dans ces deux cas, on peut 
concevoir deux sortes de causes, d’une nature trés différentes : d’une 
part, une inhibition de la streptomycine par des facteurs qui ne 
joueraient qu’in vivo et qui seraient donc impossibles a déceler dans 
le foyer retiré de l’organisme ; et d’autre part, un état de vie micro- 
bienne trés ralenti, sur lequel la streptomycine n’aurait point prise. 
Il appartient 4 de nouvelles recherches de préciser davantage ces 
facteurs d’échec de la streptomycinothérapie. 
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UN CAS DE RESISTANCE SIMULTANEE 
A LA STREPTOMYCINE 
ET AU BICHLORURE DE MERCURE 
CHEZ UN STAPHYLOCOQUE 
par E. LECOCQ et R. LINZ. 


(Laboratoire de Bactériologie de l'Université libre de Bruzelles 
et Laboratoire de Biologie clinique de lV’ Hépital universitaire Saint-Pierre, 
Bruzelles.) 


Le point d’attaque de la streptomycine dans la cellule bactérienne 
sensible reste encore inconnu, en dépit de travaux tels que ceux de 
Machebceuf et de ses collaborateurs [1]. A peine sait-on que l’anti- 
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biotique altére le métabolisme nucléique. Aussi tout caractére différent 
chez le parent sensible et un variant rendu artificiellement résistant 
reste-t-il intéressant A signaler, car il peut servir a serrer le probleme 
d’un peu plus prés. C’est pourquoi nous rapportons l’observation 
suivante. 

Au cours d’une enquéte sur certaines propriétés biologiques des 
bactéries sensibles et de leurs variants résistants, nous avons examiné 
la sensibilité des uns et des autres A divers antiseptiques, en nous limi- 
tant au pouvoir bactériostatique exercé par ceux-ci dans le bouillon 
nutritif. Les premiers essais ont porté sur le staphylocoque d’Oxford 
(SO), dont nous possédons trois variants : un sensible (s), un résistant 
a la streptomycine (rS), et un résistant & la pénicilline (rP). Ces deux 
antibiotiques empéchent la prolifération de 50 000 cellules environ 
dans 1 cm? de bouillon riche (1) aux concentrations suivantes : 


STREPTOMYCINE PENICILLINE 

SO! aS tat tin cee 0,73 pg/em? 0,02 U.O./em? 
SOL 705 ated Lar ee 31 wg/cm3 0,02 U.O./em? 
ORS le peace uctemies 4 0,75 pg/cm? 1255, U-O3/eme 


Lorsqu’on ensemence I goutte des cultures de ces germes en bouillon 
maintennes vingt heures 4 37° (soit environ 107 bactéries) dans des 
tubes de bouillon de 5 cm® contenant des antiseptiques en concen- 
trations décroissantes (de 100 en 100 fois plus faibles d’un tube au 
suivant), on trouve les concentrations maxima tolérées du tableau I 
(lecture aprés vingt & vingt-quatre heures d’incubation a 87°). 

Les résultats d’essais portant sur de nombreux autres antiseptiques 
(iode, acide picrique, hypochlorite de sodium, acides et bases, sels de 
métaux lourds, etc.), ne sont pas cités dans ce tableau. Tels qu’ils sont 


Tasuzau 1. — Goncentrations de quelques antiseptiques tolérées 
par les trois variants du staphylocoque Oxford. 


CONCENTRATIONS P. 100 TOLEREES PAR : 
ANTISEPTIQUES 
SO-s SO-rsS SO-rP 
iO) ee a ee Pes > 0,4 0,4 > 0,4 
SOSH. denciter) 04a es ee 0,04 0,04 ~ 0,04 
FOrmiol’, Ses pate eae eres 0,004 0,004 0,004 
Acide? pheGniquiesec ete secnane a = 0,05 > 0,05 = 0,05 
Bichlorure de mercure. ... . 000004 = 0,004 0,00004 
Oxycyanure de mercure ... . 0,0000L = 0,001 0,00004 
Mercurochronivers.e 5. an eee 0,0002 = 0,02 0,0002 
Eau oxygénée & 2) vol. p. 100 . 0,01 0,01 0,04 
Bleu de méthyléne. .... Pads 0,0001 = 0,04 0, 0004 
Bleu de toluidine. ..... el 00d = 0,01 0,0004 
Wioletirenstal) |. na. 0, 000004 0, 000004 0,000004 


(1) « Brain heart infusion » DIFCO. 
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et malgré leur peu de précision, les chiffres montrent des différences 
de sensibilité remarquables entre les trois variants. 

Nous nous sommes attachés surtout a l’étude de la sensibilité au 
bichlorure de mercure, en raison de sa signification possible pour la 
sensibilité 4 la streptomycine. On sait, en effet, que l’action de chacun 
des deux antibactériens peut étre inhibée par la cystéine et d’autres 
oxydo-réducteurs [2, 3]. L’hypothése a méme été formulée, pour l’un 
et l’autre, qu’ils devaient leur action au fait qu’ils bloquent, dans la 
cellule, des oxydo-réducteurs du type de la cystéine [3]. 

Nous avons d’abord précisé la sensibilité de chacun des trois variants 
au sublimé. Voici les taux trouvés : 


CONCENTRATIONS INHIBITRICES CONCENTRATIONS TOLEREES 
SO—s... . 1/640 000 (soit 1,5 p»g/cem3). 4/1 280 000 (soit 0,75 yg/cms), 
SO —S. .. . 4/32 000 (soit 34 pg/cm3). 4/64 000 (soit 15 pg/cm?). 
SO—rP.. . 1/640 000 (soit 1,5 ug/cm’). 4/1 280 000 (soit 0,75 wg/cms). 


Des titrages analogues ont révélé que le variant rS résiste également 
mieux que le variant s a l’oxycyanure de mercure, au sulfate de 
cadmium, a l’acétate de plomb, au bleu de méthyléne, mais non a 
d’autres substances, parmi lesquelles des sels de métaux lourds. 

Les variants s et rS sont soumis 4 des isolements sur gélose nutritive. 
Pour dix colonies de chacun, prises au hasard, on détermine la sensi- 
bilité au bichlorure de mercure en bouillon. On trouve les mémes 
taux de sensibilité que pour les souches méres dont elles proviennent : 
celles-ci paraissent donc homogénes. 

La résistance 4 la streptomycine est-elle liée A Ja résistance au 
sublimé ? En d’autres termes : 1° tout variant du staphylocoque sensible 
rendu résistant a la streptomycine, est-il nécessairement résistant au 
bichlorure de mercure?; 2° inversement, tout variant du staphylo- 
coque sensible rendu résistant au bichlorure de mercure, est-il éga- 
lement résistant 4 la streptomycine ? 

Dans le but de répondre a la premiére question, on prépare plusieurs 
variants différents résistants 4 la streptomycine en ensemencant la 
souche s de facon massive sur milieux nutritifs additionnés d’anti- 
biotique. Vingt colonies obtenues sur milieu solide et trois cultures 
obtenues en bouillon de cette facon, se montrent résistantes a des 
concentrations de streptomycine de 20 4 100 pg/cm* ; mais aucune ne 
se révéle plus résistante au bichlorure de mercure que la souche- 
mére s. 

Des variants de s résistants au bichlorure de mercure sont obtenus 
dans des conditions similaires : soit par culture de s dans du bouillon 
ou de la gélose nutritive additionnés de sublimé, soit par culture en 
strie sur gélose nutritive contenant l’antiseptique en gradient pro- 
eressif (méthode de Szybalski [4], la couche supérieure de gélose ayant 
recu 1/10 de son volume de sublimé a 1 p. 100). Cette dernigre méthode 
est préférable : la strie d’ensemencement ne donne de développement 
que sur une certaine étendue, aprés vingt-quatre heures, mais on ré- 
étale son extrémité distale, et on recommence jusqu’a ce que la culture 
ait atteint le pole de la boite ot le sublimé a la concentration Ja plus 
élevée. On s’assure que les cultures issues de ces colonies posstdent 
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une forte tolérance héréditaire 4 l’antiseptique (tolérance de l’ordre de 
10 & 20 wg/cm*). Puis on les soumet & un test de résistance a la strepto- 
mycine en bouillon ; elles sont restées aussi sensibles que la souche- 
mére s. 

On est donc tenté de conclure que la résistance au bichlorure de 
mercure chez un variant de Staph. Oxford résistant 4 la streptomycine, 
n’est qu’un phénoméne accidentel et n’est pas liée a la tolérance a 
cette derniére. Cependant, on reste troublé quand on analyse du méme 
point de vue diverses souches de bactéries sensibles et résistantes a la 
streptomycine (tableau II). On constate, en effet, qu’une certaine résis- 
tance au bichlorure de mercure est manifestée par les variants résis- 
tants 4 l’antibiotique, non seulement chez Staph. Oxford, mais encore 
par d’autres souche Staph. pyogenes et de Ps. aeruginosa. Il devient 
ainsi moins facile d’accepter sans discussion que seul le hasard a réuni 
ces deux formes de résistance dans une seule cellule. 


TasLeau Il. — Sensibilité de certaines souches de hactéries 
au bichlorure de mercure. 


CONCENTRATIONS (ug/cm?) 


SENSIBILITE Geert 


SOUGHES a la streptomycine 


Tolérées Inhibitrices 


Staph. pyogenes Oxford. . . peak ws). 
Sensible. 
Staph. pyogenes J.B. . . . .) Résistant. 
; { Sensible. 
SESCHAICOUL Se, Sena tee. Lees Résistant. 
Esch. coli D.N  . Résistant. 
: Sensible. 
Ps: erug¢nosiulis sane wove Résistant: 
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TYPE BACTERIOPHAGIQUE 
DES STAPHYLOCOQUES PATHOGENES 
SECRETEURS DE PENICILLINASE 


par J. FOUACE et A. LUTZ. 


(Institut Pasteur.) 


La méthode d’identification des staphylocoques par les bactériophages 
décrite par Wilson et Atkinson [46] aprés diverses modifications [43, 
44, 15] a conduit R. Wahl et J. Fouace [415] A envisager 4 grands 
groupes de staphylocoques : 


4. Les germes sensibles aux phages de la série 52-52 A. 
2. Les germes sensibles aux phages de la série 3 C. 

3. Les germes sensibles aux phages de la série 47-53-54. 
4, Les germes sensibles aux phages de la série 42 B-47 C. 


Un certain nombre de souches échappe a cette classification : si les 
unes sont insensibles aux phages du typing, les autres sont attaquées 
par un trop grand nombre de phages pour qu’on puisse en dégager 
un type. Dans nos statistiques, nous n’avons pas tenu compte de ces 
souches. 

Avant 1950, dans les souches isolées en France, les proportions des 
différents groupes étaient les suivantes (examen de 133 souches) : 


CROs ares ees ere eee 42,8 p. 100 des souches. 
(OUD ORO Ramee Miva wee fakin alt ta uke x 42,8 — — 
GROUDCROe mie MRE et Me en cee 6 — — 
CLOUDCECemenner my etn ES ese ee certs a ©: 8,4 — 


Or, en mai 1950, dans un ensemble de souches isolées dans les 
hépitaux de Strasbourg et de la région avoisinante, et comprenant 
un trés grand nombre de souches « résistantes 4 la pénicilline » (1), 
nous avons trouvé des proportions toutes différentes, proportions qui 
se sont maintenues parmi les souches isolées dans les autres régions 
de France et typées depuis cette date. 

Sur 198 souches nous avons noté : 


Groupes em moc sehse SUES a ee 28,8 p. 100 
(Gr Meg 2 ere wel tcp ne ee eT haec erat 2 a ee oF . 18,4 — 
GOUT Be ae A aor Sou SS, Aaesds oe rae Ser ere 
Grouper sayeerte a eee ae ys) Pe tn em ae 23,8 — 


Il y avait donc une augmentation paralléle des souches des groupes 3 
et 4 et des souches résistantes 4 la pénicilline. 


(1) En fait 56,6 p. 100, alors qu’a l’époque, sur 100 souches examinées 
dans Vensemble du département du Bas-Rhin, on comptait 71 souches 
sensibles 4 la pénicilline pour: 29 résistantes [44]. 
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Nous avions également examiné 62 souches italiennes (2) isolées avant 
la large utilisation de la pénicilline dans ce pays et trouvé : 


Groupe dic... eee ees eee ees 26 p. 100 des souches. 
GEOUp Ch 2-8) eee eee ae eee 37 — = 
GEOU PC mouse: ee comer concen ae a 20,9 — = 
Groupe’ 2 ape a geet of okt mae ear 16,4 — _— 


Il est A noter enfin qu’en Angleterre, ot l’utilisation de la pénicilline 
s’était généralisée depuis plus longtemps qu’en France, les souches 
résistantes A la pénicilline et les souches du groupe 3 étaient prépon- 
dérantes [2]. 

Devant ces faits, il était évident qu’il y avait une relation entre la 
propriété de sécréter la pénicillinase et l’appartenance au groupe 3. 

Nous avons recherché la présence de l’enzyme chez toutes les souches 
de staphylocoques dont nous disposions encore. 

Nous avons utilisé la méthode des cylindres décrite par Hayes [410] 
en prenant comme souche détectrice la souche Londres et en utilisant 
une solution de pénicilline titrant 5 u/cm*. Cette méthode nous a 
donné des résultats trés nets dans un trés grand nombre de cas. 

Lorsque i’auréole d’inhibition n’avait pas disparu mais semblait avoir 
diminué, nous avons eu recours au procédé de Gilson et Parker [9]. 

Nous avons constaté : 


Que le groupe 1 ‘examen de 113 souches) comportait 23 p. 100 de sécrétrices. 
Que le groupe 2 (examen de 88 souches) comportait 8 — a 
Que le groupe 3 (examen de 71 souches) comportait 86 — — 
Que le groupe 4 (examen de 54 souches) comportait 59 — = 


Donc les staphylocoques sécréteurs de pénicillinase appartiennent le 
plus souvent aux groupes 3 et 4. Ils ont une certaine fréquence dans 
le groupe 1 et sont plus rares dans le groupe 2. 

Ces faits ont été également retrouvés par les auteurs anglais. Mary 
Barber [5], dans une statistique portant sur 140 souches, indique que 
85 de ces souches appartiennent au groupe 3, 22 au grotpe 1, 3 au 
groupe 4, 1 au groupe 2. Mais il apparait de l’examen méme de sa 
statistique, que 15 des 22 souches du groupe 1 proviennent d’une 
méme épidémie et représentent en fait une méme souche. 

‘Wahl et Fouace [45], puis Williams, Rippon et Dowset, dans 
un trés récent travail, indiquent eux aussi que les souches résistantes 
appartiennent surtout au groupe 3 (formé de la réunion de nos 
groupes 3 et 4), mais ils notent qu’un nombre non négligeable de ces 
souches appartiennent au groupe 1. 


Miss Rountree [42], en Australie, constate elle aussi que, suivant 
lorigine des souches, on compte, dans le groupe 3, de 66,6 A 80 p. 100 de 
souches résistantes. 

Cependant le fait que les deux caractéres, type bactériophagique et 
aptitude 4 sécréter Ja pénicillinase, ne soient pas constamment associés 
fait poser la question de l’origine des sécréteurs de pénicillinase. 

Il avait déja été constaté que des souches rendues résistantes in vitro 


(2) Ces souches nous ont été communiquées par jie Dr Rita. 
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n’acquéraient pas la propriété de sécréter la pénicillinase [4, 2] et ne 
changeaient pas de type bactériophagique [7, 8]. Nous avons repris 
cette question et retrouvé les mémes résultats que les auteurs qui 
se sont attachés a ce probléme. 

D’autre part, il est admis par la plupart des auteurs que, lors de 
lapparition in vivo de bactéries sécrétrices de pénicillinase, il s’agit 
d’une surinfection par une autre souche, la souche non _ sécrétrice 
ayant été éliminée par le traitement pénicilliné. 

Il semble donc qu’en général les staphylocoques non _ sécréteurs 
et les staphylocoques sécréteurs appartiennent A des races distinctes 
de staphylocoques. 

Cependant, certains faits peuvent faire penser que les souches sécré- 
trices peuvent perdre l’enzyme pénicillinasique. M. Barber [3], Chab- 
bert [6] l’ont observé in vitro. Nous-mémes avons noté, chez certaines 
souches de notre collection, une dissociation en colonies sécrétrices et 
non sécrétrices, parfois accompagnée de dissociation pigmentaire. Nous 
avons constaté que ces différentes colonies conservaient le méme type 
bactériophagique. 

Une observation que nous avons faite sur des souches communiqtiées 
par Pillet permet de penser que le phénoméne peut se produire in vivo. 
Quatre souches prélevées chez 4 personnes d’une méme famille présen- 
taient exactement le méme type bactériophagique ; 3 des souches 
étaient sécrétrices de pénicillinase, la quatriéme était non sécrétrice 
et, chez cette derniére, il fut impossible de mettre en évidence 1’exis- 
tence d’un clone pénicillinaso-sécréteur. 

Il se peut donc que, parmi les souches du groupe 3, en majorité 
sécrétrices de pénicillinase, les souches non sécrétrices proviennent de 
mutants des souches sécrétrices, le taux de mutation étant trés élevé. 

Le fait que dans les groupes ot la plupart des souches ne sécrétent 
pas de pénicillinase, on trouve un certain nombre de souches sécré- 
trices, parait plus difficile 4 expliquer 4 moins d’admettre qu’a l’origine 
tous les staphylocoques possédaient l’enzyme et que ce caractére s’est 
montré plus stable chez les souches du groupe 3. 

La réactivité aux phages et la sécrétion de pénicillinase seraient des 
caractéres génétiquement liés. 


Conciusions.. — 1° Les souches de staphylocoques pathogénes, « résis- 
tantes 4 la pénicilline », se rangent en majorité dans les groupes 3 
et 4 des réactions aux phages. Elles ont une certaine fréquence dans 
le groupe 1 et sont rares dans le groupe 2. Il a été vérifié que toutes 
ces souches étaient sécrétrices de pénicillinase. 

2° La fréquence des souches du groupe 3 a considérablement aug- 
menté depuis la généralisation des traitements pénicillinés. 

3° Les réactions aux phages des souches de staphylocoques étant des 
caractéres stables alors qu’elles peuvent perdre le caractére de sécréteur 
de pénicillinase, on peut supposer que certaines souches du groupe 3 
ont perdu ce caractére. 
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RELATIONS ENTRE LA RESISTANCE A LA PENICILLINE 
ACQUISE /N VITRO 
ET LA SENSIBILITE AUX PHAGES 
CHEZ LES STAPHYLOCOQUES PATHOGENES 


par J. FOUACE. 


(Umstitut Pasteur.) 


Nous avons montré, dans un précédent travail [9], que les souches 
sécrétrices de pénicillinase n’appartenaient pas indifféremment 4 n’im- 
porte quel groupe bactériophagique et qu’en particulier le groupe 3 
comportait 86 p. 100 de souches sécrétrices. 

Nous avons été ainsi amené a étudier le type bactériophagique de 
germes devenus in vilro résistants A la pénicilline et qui sont consi- 
dérés généralement comme tout A fait différents. La plupart des 
auteurs [4, 5, 8] pensent en effet que les germes rendus résistants 
in vitro n’acquiérent pas la propriété de sécréter l’enzyme pénicilli- 
nasique, Cependant Bellamy et Klimek [4] ont affirmé que, dans 
certaines conditions, des souches non sécrétrices pouvaient devenir 
sécrétrices. 

Nous nous sommes proposé de reprendre la question en recherchant : 

1° Si des souches non sécrétrices pouvaient acquérir in vitro l’enzyme 
pénicillinasique, en particulier lorsqu’elles appartenaient au groupe 8 ; 

2° Si des souches n’appartenant pas au groupe 3 changeaient leurs 
réactions aux phages en méme temps qu’elles devenaient résistantes. 


METHODES UTILISEES POUR L’OBTENTION DES RESISTANTS. — Nous avons 
d’abord tenté d’obtenir des résistants sur gélose par la méthode de 
Demerec [6]. Nous avons da abandonner: rapidement ce procédé, les 
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contaminations étant fréquentes et difficilement contrdlables, lorsqu’il 
s’agit de staphylocoques. 

Nous avons alors adopté la méthode d’Eriksen en milieu liquide [7], 
en faisant des repiquages peu fréquents, tous les trois ou quatre jours 
et en ensemencant une grande quantité de germes. Nous avons été ainsi 
amené 4 utiliser pour les repiquages, non pas la culture obtenue en 
présence de la quantité la plus forte de pénicilline, mais celle du 
tube précédent qui contenait une quantité de pénicilline deux fois 
moindre. 

La premiére de nos souches (447) sensible & la plupart des phages 
du typing, initialement résistante 4 0,06 u de pénicilline par centi- 
métre cube, est devenue aprés 10 passages et en trente-huit jours 
résistante 4 200 u/cm*. La deuxiéme (442) appartenant au groupe 
bactériophagique 1 (sensible aux phages 29, 31 et 68), résistante initia- 
lement 4 0,12 u/cm%, est devenue résistante & 200 u/cm? au bout de 
vingt-huit jours et en 8 passages. 

Nous n’avons pas, pour ces deux souches, poursuivi l’expérience plus 
avant. 

La troisiéme souche (8) appartenait au groupe 3. Primitivement 
résistante 4 0,12 u de pénicilline par centimétre cube, elle devient en 
soixante jours et aprés 15 passages, résistante & 8 000 u/cm®. 


CARACTERES DE LA RESISTANCE ACQUISE. — Cette résistance est progres- 
sive. Ele se fait par paliers. On observe sotivent des « trous » dans 
une série. Par exemple, notre troisiéme souche lors du dernier passage 
poussait dans les tubes contenant 8000 u de pénicilline par centi- 
métre cube et non dans ceux contenant 7 000 et 6000 unités. 

La seule interprétation possible de ce phénoméne est que les germes 
de résistance élevée 4 partir desquels se font les cultures de résistance 
accrue existent en trés petit nombre et que, suivant les hasards des 
distributions, ils petivent se trouver dans l’un des tubes de la série 
et non dans les autres. 

Cette résistance acquise n’a pas les caractéres d’une mutation, car 
elle est instable. Un nouveau passage en milieu pénicilliné de la souche 
résistante A 8000 unités n’a plus permis de mettre en évidence qu’une 
résistance A 4800 unités. Cependant 20 colonies issues de la souche 
alors résistante 4 4000 unités titrées de 0,01 unité a 2000 tinités se 
sont toutes montrées résistantes & 2000 unités Mais on remarque, 
dans la plupart des cas, un retard de la culture quelle que soit la 
concentration de pénicilline du milieu. Dans certains tubes, on a 
observé une inhibition totale bien que la concentration de pénicilline 
soit faible, alors qu’A des concentrations plus élevées il y a tine culture 


retardée mais manifeste. 


RESISTANCE ACQUISE « IN VITRO » ET SECRETION DE PENICILLINASE. — Pour 
le diagnostic de sécrétion de pénicillinase, différentes méthodes ont été 
utilisées : 

Méthode des dilutions sériées en milieu liquide décrite par Gilson 
et Parker [10] ; 

Méthode des cylindres décrite par Hayes [44]. 

Nous n’avons pas retrouvé les faits observés par Bellamy et 
Klimek [4], d’aprés lesquels les germes de résistance moyenne ne 
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sécrétent pas de pénicillinase alors que les germes de résistance trés 
élevée en sécrétent. Nous avons étudié la souche 3 avec un soin tout 
particulier, pour les raisons indiquées plus haut: essais de filtrats 
de culture de 5 colonies issues de la souche résistante dans une gamme 
de titrage de la souche Londres, essai de sélection par la méthode 
d’Ingram [42] de colonies sécrétrices en présence d’une source de 
pénicilline, méthode de Hayes a la limite de la sensibilité de la souche 
Londres. 

Cette derniére épreuve a été faite a différents stades de résistance 
de la souche (2000, 4000 et 8 000 unités) sur 20 colonies issues direc- 
tement de la souche, puis sur 10 clones issus de 2 de ces colonies. 

Dans aucun cas nous n’avons pu mettre en évidence de sécrétion 
de pénicillinase. : 


RESISTANCE ACQUISE « IN VITRO » ET MODIFICATIONS DES REACTIONS AUX 
PHAGES, — La souche 442 originelle est sensible aux phages du 
groupe 1: 29 et 31, et au phage 68. On a constaté chez la souche 
devenue résistante A la pénicilline l’apparition intermittente d’une 
nouvelle attaque (par le phage 42 E) et la perte des deux attaques 
faibles des phages 29 et 31. Ces résultats variables peuvent étre dus 
au fait que la souche résistante pousse mal, ce qui modifie en apparence 
Vintensité des attaques, soit en plus, soit en moins. 

La souche 447 est initialement sensible A tous les phages du typing 
sauf 29 A et 31. Les attaques de la souche aux différents stades d’acqui- 
sition de résistance sont moins nombreuses et dailleurs variables 
suivant les épreuves, mais ces attaques ne permettent pas de classer 
les souches devenues résistantes dans un groupe défini, en particulier 
dans le groupe 3. 

La souche 3 originelle est sensible aux phages 6, 47, 53, 54 avec 
quelques attaques intermittentes et faibles des phages mineurs de la 
série 42-47. La souche devenue résistante 4 8 000 unités de pénicilline 
par centimétre cube est restée sensible aux mémes phages. Elle parait 
seulement devenue un peu plus sensible 4 certains des phages mineurs. 

En somme, les variations d’attaques observées en méme temps que 
Vacquisition de la résistance sont de l’ordre de celles qui sont dues 
a des différences dans le nombre de germes ensemencés, A la densité 
de la culture obtenue et & la rapidité plus ou moins grande de la 
croissance bactérienne. 


RESISTANCE ACQUISE « IN VITRO » ET AUTRES CARACTERES. (Etude de la 
souche 3.) PRODUCTION DE STAPHYLOCOAGULASE. — Pour la souche sen- 
sible, comme pour la souche devenue résistante, la recherche de la 
staphylocoagulase a donné un résultat positif, aprés trois heures 
d’épreuve. 

Pouvoir fermentatif. — L’étude du pouvoir fermentatif faite en eau 
peptonée additionnée du sucre 4 étudier a montré que: 

La souche résistante attaque avec retard le glucose, le maltose, 
le lévulose, le saccharose, le lactose, alors que la souvhe sensible 
fait fermenter tous ces sucres en vingt-quatre heures. 

La souche résistante ne provoque pas le virage du milieu galactosé, 
alors que la souche sensible le fait tardivement. 

La mannite donne un virage incomplet dans lV’un et l’autre cas, 
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Le milieu de Chapman est viré en deux jours par la souche sensible. 
La souche résistante ne donne pas de culture stir ce milieu. 

Croissance en anaérobiose. — Nous avons essayé de vérifier la perte 
du pouvoir de croitre en anaérobiose signalée par Bellamy et Klimek [2]. 
Nous avons seulement constaté que, tandis que la souche sensible 
croit indifféremment sous une pression de 76, 56, 26 et 16 cm de 
mercure la souche résistante croit aussi bien sous une pression de 
56 cm de mercure qu’en aérobiose, mais beaucoup moins bien sous 
des pressions de 26 et 16 cm de mercure, que la culture soit faite 
sans pénicilline ou en présence de 1000 u/cm®. 

Lysogénéité de la souche. — La souche 8 s’ést montrée lysogéne 
pour un certain nombre de souches de notre collection. La méme 
souche rendue résistante 4 2000 unités a conservé les mémes pro- 
priétés. 


Discussion. — Nos expériences confirment que le mécanisme de la 
résistance des souches naturelles et des souches adaptées in vitro est 
tout a fait différent. La résistance des premiéres est due A la présence 
de l’enzyme pénicillinasique, celle des secondes A une adaptation pro- 
gressive 4 l’antibiotique, sans acquisition de cet enzyme. 

Les germes rendus résistants in vitro sont classiquement décrits 
comme des formes dégénérées [4, 4, 5, 43, 14]. Il semble cependant 
que la perte des caractéres fermentatifs constatée par la plupart des 
auteurs ne soit pas absolue. Le retard apporté dans le virage des 
milieux, retard dai a la lenteur de la croissance bactérienne, a pu 
donner lillusion d’une perte d’activité fermentaire. 

De méme, les différences de réaction aux phages ne paraissent pas 
significatives et peuvent étre expliquées par le peu de vitalité des 
cultures résistantes. 

Il reste vraisemblable qu’étant donnée leur instabilité, ces germes 
ne jouent aucun role en pathologie et que le type de résistance acquise 
in vitro ne s’observe pas in vivo. 


Concitusions. — 1° Trois souches de staphylocoques pathogénes, 
sensibles 4 la pénicilline, ont été rendues, in vilro, résistantes 4 cet 
antibiotique. 

Elles appartenaient A trois groupes bactériophagiques différents : l’une 
au groupe 3 (auquel appartiennent la plupart des souches sécrétrices 
de pénicillinase), la seconde au groupe 2; la troisitme avait des 
réactions multiples aux phages de différents groupes. 

2° Ces souches n’ont pas acquis la propriété de sécréter l’enzyme 
pénicillinasique, pas plus celle du groupe 3 que les autres. 

3° Elles n’ont pas changé de groupe bactériophagique, en particulier 
les souches n’appartenant pas au groupe 3 n’ont pas pris les caractéres 
de ce groupe. Les légéres différences observées peuvent étre dues a la 
faible vitalité des sotiches résistantes qui donnent toujours des cultures 
peu abondantes. 

4° C’est également A cette faible vitalité qu’on peut attribuer les 
changements légers de comportement biochimique qui accompagnent 
l’acquisition de la résistance. 

5° Ces expériences apportent une nouvelle confirmation de la diffé- 
rence qui sépare la résistance & la pénicilline acquise in vitro de la 


394 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


propriété de sécréter la pénicillinase. Celle-ci parait ¢tre la cause 
unique de la « résistance » naturelle de certaines souches de staphy- 
locoques. 


BIBLIOGRAPHIE 
{4] E. P. Apranam, C. M. Frercnen, H. W. Fiorey, A. D. GARrpnEr, 
N. G. Heattey et M. A. Jennincs. Lancet, 1941, 2, 177. 
[2] W. D. Bettamy et J. W. Kurex. J. Bact., 1947, 53, 374. 
[3] W. D. Betiamy et J. W. Kuen. J. Bact., 1948, 55, 147. 
[4] W. D. Bettamy et J. W. Kuimex. J. Bact., 1948, 55, 153. 
[5] J. E. Buarr, M. Carr et J. Bucuman. J. Immunol., 1946, 52, 281. 
[6] M. DEMEREC. Proceed. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 1945, S11 Ge 
[7] K Ermsen. Acta path. microbiol. scand., 1946, 23, 284. 


[8] K. Ertksen. Acta path. microbiol. seand., 1949, 26, 269. 

[9] J. Fouace et A. Lurz. Ces Annales, 1953, 85, 387. 

[40] B. Gitson et R. F. Parker. J. Bact., 1948, 55, 801. 

a We avis: Je weit. Baer. lok). Oiameaol. 

[42] G. I. C. Incram. J. gen. Microb., 1951, 5, 22. 

[43] E. A. Norra et R. Curistir. Med. J. Austral., 1914, 41, 176. 

[44] E. W. Topp, G. S. Turner et L. G. W., Drew. Brit. med. J., 1945, 4, 111. 


Nous remercions trés vivement le Dt Chabbert de l’aide précieuse qu'il 
nous a apportée, tant par ses conseils que par les vérifications quil a 
bien voulu effectuer pour nous. 


ACTION DE QUELQUES ANTIBIOTIQUES 
SUR DIVERS TYPES DE B. PRODIGIOSUS 
ISSUS DE LA MEME SOUCHE 


par M. BEGUET. 


(Institut Pasteur d’ Algérie.) 


Nous avons étudié l’action de quelques antibiotiques sur le dévelop- 
pement des cultures de divers types S, R ou M de B. prodigiosus, tous 
issus de la méme souche au cours d’expériences de variations provo- 
quées [4], et isolés au micromanipulateur de Fonbrune. Nous avons 
utilisé pour cela les disques préparés par 1’Institut Pasteur pour déter- 
miner la sensibilité des germes A la streptomycine, la chloromycétine, 
la pénicilline, la terramycine et l’auréomycine, avec la méthode des 
cultures sur gélose nutritive en boites de Petri. 

1° Nous avons observé pour la souche normale origine étiquetée O2 
(colonies d’un beau rouge, A surface lisse et luisante, assez opaques 
et de consistance crémeuse fluide) : 

Streptomycine. — Au bout de quarante-huit heures, 4 la température 
du laboratoire, une zone circulaire de 20 mm de diamétre nettement 
délimitée, sans développement microbien, autour du disque. Aprés 
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trois jours, de petites colonies transparentes, non chromogénes, appa- 
raissent 4 la périphérie de cette zone, se rapprochant du disque jusqu’a 
2 mm du bord, mais ne l’atteignant pas, méme aprés dix jours. 

Chloromycétine. — Au bout de quarante-huit heures, on note une 
zone « dégradée » sans limite bien définie, de culture de plus en plus 
maigre vers le disque et de moins en moins chromogéne sur une 
étendue de 15 4 25 mm. Les petites colonies transparentes touchent le 
bord du disque. 

Pénicilline. — A partir de quarante-huit heures, on note autour du 
disque une zone de culture normale, mais hyperpigmentée sur 2 a 
3 mm, tout contre le bord. 

Terramycine et auréomycine. — Rien a signaler. 

2° Avec une souche R chromogéne, étiquetée R-2 (colonies A contours 
irréguliers, trés plates, 4 surface mate, piquetée type « peau d’orange », 
trés opaques et de consistance grumeleuse), obtenue au cours d’expé- 
riences en bouillon a tension superficielle abaissée 4 34 dynes par le 
Tween 20, nous avons constaté : 

Streptomycine. — Au bout de quarante-huit heures, une zone sans 
culture autour du disque, un peu plus petite que pour la souche 
origine, 16 4 18 mm, mais bien délimitée. Aprés trois jours, de petites 
colonies transparentes comblent le vide jusqu’au disque. 

Chloromycétine. — Au bout de quarante-huit heures, une zone 
« dégradée » de culture de plus en plus transparente vers le disque, 
comme pour la souche origine, mais avec quelques colonies plus 
grandes au milieu des petites. 

Pénicilline. — Zone hyperpigmentée, comme pour la souche origine. 

Terramycine et aunéomycine. — Rien A signaler. 

3° Avec une souche S non chromogéne, étiquetée R-I (colonies trés 
transparentes, 4 contours réguliers, trés plates, de consistance fluide) 
obtenue en trés petit nombre au cours de la méme expérience que 
la précédente, nous avons observé : 


Streptomycine. — Une zone circulaire de 25 mm sans culture ne se 
comblant que trés peu, a la périphérie, par de trés petites colonies 
transparentes. 

Chloromycétine. — Une zone « dégradée » de culture maigre de 
15 a4 18 mm. 

Pénicilline. — Rien de notable. 

Terramycine. — Une zone circulaire trés nette, sans culture, de 
24 mm autour du disque, se comblant seulement a la périphériec. 

Auréomycine. — Une zone trés nette, analogue, de 18 mm, se 


comblant peu & peu, sans atteindre toutefois les bords du disque. 

4° Avec une souche R non chromogéne, étiquetée A 120 (colonies 
« montagnes de glace » typiques, 4 contours irréguliers, opaques, de 
consistance grumeleuse), obtenue au cours d’expériences en bouillon 
4 tension superficielle abaissée 4 31 dynes par le pélargonate de soude, 
nous avons observé : 

Streptomycine. — Une zone circulaire sans culture de 20 mm, 
nettement délimitée, comblée peu a peu par de petites colonies trans- 
parentes jusqu’au contact du disque. 

Chloromycétine. — Une vaste zone circulaire sans culture de 34 mm 
nettement délimitée, ne se comblant pas, méme aprés dix jours. On 
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note seulement aprés quelques jours quelques colonies « géantes » de 
1,5 a 2 mm, toujours éloignées de 4 4 5 mm du disque. 

Pénicilline, terramycine et auréomycine. — Rien Aa signaler. 

5° Avec une souche M, étiquetée AP-31 (colonies glaireuses, filantes, 
blanchatres, glissant vers le fond du tube, a surface trés lisse) obtenue 
en laissant vieillir plusieurs mois les cultures ayant donné la souche 
précédente, nous avons observé : 

Streptomycine. — Une zone circulaire sans culture, de 15 4 16 mm 
presque entitrement comblée en quatre jours, par de trés fines colonies 
transparentes et quelques colonies « géantes » opaques de 2 mm. 


Chloromycétine. — Une zone circulaire sans culture de 10 mm entié- 
rement comblée en quatre jours. 
Pénicilline, terramycine et auréomycine. — Rien a signaler. 


6° Avec une souche S non chromogéne, étiquetée S £ S (colonies 
un peu bombées, a surface lisse, opalescentes, de consistance crémeuse 
épaisse) obtenue par le vicillissement de la souche origine en milieu 
de Sauton, nous avons observé : 


Streptomycine. — Une zone circulaire sans culture de 10 a 15 mm, 
comblée en quelques jours. 

Chloromycétine. — Une zone mal délimitée de 8 4 10 mm, de 
culture maigre autour du disque. 

Pénicilline, terramycine et auréomycine. — Rien a signaler. 


En résumé, en utilisant la technique des disques antibiotiques, notre 
souche origine de B. prodigiosus s’est montrée sensible 4 la streptomy- 
cine et A la chloromycétine, la pénicilline ne s’opposant pas 4 la culture 
normale, et favorisant méme nettement la production de pigment. 

Les souches dérivées, de types divers, ont montré soit une sensibilité 
plus grande 4 la chloromycétine, soit une sensibilité supplémentaire 
a la terramycine et a l’auréomycine, soit au contraire une diminution 
nette de sensibilité 4 la streptomycine et & la chloromycétine, sans 
qu’on puisse rapporter ces changements au type classique R, S ou M. 
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EMPLOI! DU PINACYANOL 
POUR L’'ETUDE 
DU MECANISME D’ACTION D’ANTIBIOTIQUES 
par Jean DUFRENOY. 


(College de Pharmacie. Université de Californie, 
San-Francisco, U.S. A.) 


Résumant récemment les « Aspects biochimiques actuels du mode 
d'action de la pénicilline », Machebceuf et Gros [4] ont confirmé que 
Vinhibition par la pénicilline est corrélative d’une diminution de 
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l’aptitude a oxyder le ribose des nucléotides ; ce phénoméne explique, 
sans doute, l’accumulation, dans les microorganismes soumis A |’action 
bactériostatique, de composés du type de ceux décrits par Johnson et 
par Park, c’est-a-dire de ces complexes phosphorés que nous avons 
montré se colorer électivement par le bleu trypan en solution acéto- 
phénigque. 

En 1951, Dachem a signalé que le pinacyanol peut étre employé 
comme « colorant vital » pour les microorganismes, colorant vital 
d’ailleurs doué de pouvoir bactériostatique et méme bactéricide [2]. 

Le pinacyanol participe des propriétés de divers colorants métachro- 
matiques, en ce qu’il confére 4 des substances de poids moléculaire 
élevé, avec lesquels il forme une « solution moléculaire », une couleur 
différente de celle de la solution aqueuse. 

En effet, si des plaques auxanographiques, ensemencées de Staphy- 
lococcus aureus, soumises 4 la diffusion de solutions de pénicilline et 
montrant des zones d’inhibition, sont traitées par une solution de 
pinacyanol a 25 mg par litre pendant deux ou trois heures a 88°, on 
voit la circonférence des zones d’inhibition dessinée par une marge 
bleue ; l’examen sous l’objectif & immersion révéle que, dans cette 
marge, les staphylocoques gonflés, souvent bloqués au cours d’un essai 
de division et présentant un aspect en « diplocoques », sont ceux qui 
ont accumulé des inclusions colorables par le bleu de pinacyanol. 

De méme que l’accumulation d’inclusions colorables par le bleu 
trypan, celle d’inclusions colorables par le pinacyanol ne_ s’observe 
pas seulement sous l’influence de la pénicilline agissant sur le staphy- 
locoque, mais chez diverses bactéries soumises 4 divers agents bacté- 
riostatiques ; 1’étude des inclusions est relativement aisée chez Esche- 
richia coli, ot |’accumulation de matériel colorable en bleu par le 
pinacyanol s’observe surtout aussi dans les formes gonflées et défor- 
mées ; ]’étude des inclusions est particuliérement aisée chez Bacillus 
megatherium ; sur plaque auxanographique ensemencée de B. mega- 
therium exposée a la diffusion d’agents bactériostatiques, on note fré- 
quemment l’apparition de microcolonies formées de B. megatherium 
qui ont fixé le pinacyanol de facon particuliérement intense, et tran- 
chent en bleu foncé sur le fond général. 
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EVOLUTION 
DE L’INFECTION A BACILLES DE STEFANSKY 
CHEZ LE RAT TRAITE PAR L’HYDRAZIDE 
DE L’'ACIDE ISONICOTINIQUE 


par R. CHAUSSINAND, M. VIETTE, G. DEZEST et 0. KRUG. 


Unstitut Pasteur. Service de la Lépre.) 


Dans un travail précédent, nous avons rapporté les résultats de 
i’action de lhydrazide de l’acide isonicotinique (INH) sur la maladie 
provoquée chez le rat par l’inoculation de bacilles de Stefansky [2]. 
L’expérience avait été effectuée de la maniére suivante : 

Quarante-cing rats, répartis en 3 lots, ont recu une injection sous- 
cutanée dans l’aine droite de 1 cm® de suspensions bacillaires de 
richesse différente. I goutte de chaque suspension étalée sur lame et 
colorée au Ziehl montrait par champ microscopique : Lot I: bacilles 
innombrables. Lot II : 30 a 40 bacilles. Lot III : 3 4 5 bacilles. Dans 
chaque lot, 5 rats servent de témoins, les 10 autres ont été traités : 
5 a raison de 0,75 mg et 5 A raison de 1 mg d’INH par jour, soit 
respectivement, 7,5 mg et 10 mg environ par kilogramme de poids 
corporel, Le traitement a débuté dix-sept jours aprés inoculation pour 
le lot I (inoculation forte), et le lendemain de linoculation pour les 
lots If et IIIf (inoculations moyenne et faible). Le médicament était 
administré par voie buccale une fois par jour, six jours sur sept, au 
moyen d’une sonde métallique montée sur une seringue. Ce procédé 
permet d’appliquer exactement la dose prévue. 

La dose de 1 mg a paru la quantité maximum qui pouvait étre 
supportée quotidiennement dans une expérience de longue durée. En 
effet, aprés quatre mois, les rats traités A celte dose paraissant fatigués, 
VINH ne leur a été administré ultérieurement que cinq jours sur sept. 

Aprés. six mois d’expérimentation, alors que tous les témoins 
portaient des altérations importantes au point d’inoculation, aucun 
animal traité ne présentait de lésion palpable. Les autopsies et les 
examens histopathologiques ont montré que, chez les témoins, l’infec- 
tion s’était propagée par les voies lymphatiques, tandis que, chez les 
rats traités, on ne trouvait des bacilles qu’au point d’inoculation et 
dans le ganglion satellite. Nous avions conclu de ces résultats a l’action 
indiscutable de VINH sur le bacille de Stefansky, mais en formulant 
des réserves sur l’avenir. Il nous était, en effet, impossible de dire 
& cette date, si les bacilles retrouvés chez les animaux traifés avaient 
conservé ou non leur virulence. 

Depuis, d’autres auteurs ont procédé a des expériences similaires : 

M. Barnett et S. Bushby ont traité pendant cent quatre-vingt jours, 
avec VINH, 10 souris inoculées par voie intraveineuse. Le médicament 
6tait incorporé & Ja nourriture & raison de 2 mg par jour et par 
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animal. Ces auteurs admettent que l’INH a complélement supprimé 
Vinfection, les animaux traités ne présentant par rapport aux témoins, 
que de rares bacilles dans le foie et la rate, des lésions histologiques 
minimes dans ces organes et une hypertrophie de la rate peu 
marquée [4]. 

C. Levaditi, A. Vaisman et H. Chaigneau-Erhard ont traité, par 
injection sous-cutanée, 10 rats inoculés par voie intramusculaire, A 
raison de 25 mg d’INH par kilogramme de poids et les ont sacrifiés 
aprés cent vingt-sept jours. Chez un seul rat, il a été noté une lésion 
bacillifére au point d’inoculation, alors que les 5 témoins étaient trés 
infectés. Ces auteurs considérent également que l’INH supprime radi- 
calement la maladie provoquée par le bacille de Stefansky [5]. 

J. Cruickshank a inoculé 40 rats par voie intrapéritonéale, 10 servant 
de témoins. Dix ont été traités pendant les quatre premiéres semaines, 
10, pendant les vingt premiéres semaines et 10, de la cinquiéme A la 
huitiéme semaine. Le traitement comportait 20 mg d’INH par jour par 
kilogramme de poids, le produit étant incorporé a la nourrittire. Aprés 
quarante-six semaines, tous les témoins et une faible proportion seule- 
ment de rats traités étaient morts de la maladie. Cruickshank conclut 
a lactivité de 1’INH sur le bacille de Stefansky, méme administré 
pendant un laps de temps assez bref [3]. 

E. Grunberg et E. Titsworth ont inoculé des lots de 8 a 30 souris 
par voie intrapéritonéale. Les souris ont été traitées dés 1’inoculation, 
pendant quatre semaines, 4 raison de 250 ou 500 mg par kilogramme 
par jour d’isoniazide ou d’iproniazide incorporés 4 la nourriture. Le 
vingt-neuviéme jour, les animaux sont sacrifiés. Les lésions péritonéales 
sont prélevées et le nombre des bacilles est compté et comparé a celui 
des témoins. Ces auteurs constatent que le nombre des bacilles est 
moins élevé chez les animaux traités que chez les témoins et concluent 
a l’activité de ces produits sur le bacille de Stefansky [4]. 

Lorsque nous avons rapporté les résultats de notre travail, qui 
viennent d’étre rappelés, il restait en vie 12 témoins et 21 rats en 
traitement. L’expérimentation a été poursuivie chez ces derniers afin 
de savoir si 1’INH avait empéché l’apparition de la maladie ou seule- 
ment provoqué un retard dans 1l’évolution de celle-ci. C’est cette 
seconde hypothése qui s’est trouvée vérifiée : il a été noté a partir du 
neuviéme mois, l’apparition progressive de lésions au point d’inocu- 
lation. Les autopsies montraient une dissémination bacillaire plus ou 
moins importante dans le systeéme lymphatique tandis que le foie et 
la rate se révélaient le plus souvent indemnes. Les tableaux suivants 
résument nos’ observations. 

On constate que l’INH, aux doses que nous avons utilisées, n’empéche 
pas, mais retarde nettement 1’évolution de la maladie. L’apparition 
des lésions locales, la propagation par voie lymphatique et les atteintes 
viscérales, lorsqu’elles existent, se révélent toujours beaucoup plus 
tardives chez les rats traités. D’autre part, ces altérations sont moins 
étendues et moins intenses que chez les témoins. Au point de vtie 
histopathologique, la nécrose n’existe pas ou est moins marquée chez 
les animaux traités. Cependant, en aucun cas, il n’a été observé de 
phénoméne d’involution avec sclérose périlésionnelle. 

Nous poursuivons l’expérimentation aux mémes doses chez les 7 rats 
non sacrifiés dans le but d’étudier 1’évolution ultérietire de 1’infection. 
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TasLzau I. — Lot I (Inoculation forte). 


Durée de Durée du Dose Lésion clinique Présence ade bacilles 
l'infection | traitement |quotidienne au point é$ |------7------7------y------7------7------y----- 
(en jours) (en jours) "INH d'inoculation Pt. I]G.1.D | G.A.D] G.A.G] G.1.G] foie | rate 


(en mgr) 


140 123 1 fe) + + 0 0 ce) Lo) 
144 127 1 ie) i) + ce) Oo Oo te) 
169 152 0,75 rat dévoré - - - - ~ rs 
182 165 1 te) ++ + 0 0 0 ° 
206 189 0,75 ie} Le) + 0 Le) ° 0 
216 199 1 (o} ++ + ° + {e) Co) 
317 300 0,75 ) ++ ++ 0 t) t) ° 
328 311 0,75 partiellement - - + + + ° 
dévoré 
370 353 0,75 nodule de la ++ ++ +++ + ie} ie) 
taille d'un pois 
182 témoin - 1ésion 2em/icm, t+t+ |] otete | tee ++ (0) ° 
ulcérée 
370 témoin - cicatrice d'ul- ttt] test] tote] tte +++ ++ 
cération, longue 
de 2 cm. 
Pt. I : Point d'inoculation 
G.I.D : Ganglion inguinal droit (satellite du point d'inoculation) 
G.A.D : Ganglion axillaire droit 
G.A.G : Ganglion axillaire gauche 
G.1.6 z Ganglion inguinal gauche 
Tasteau ll. — Lot II (Inoculation moyenne). 
Durée de Durée du Dose Lésion clinique 
"infection traitement |quotidienne au point CE OT SO ERs Ee pe Scenes 
¢ ‘ 
(en jours) | (en jours) avINn LEECH OR pt.I |v.1.D.|G.a.d. [c.a.u.|c.1.6.| foie 
(en agr) 
166 165 1 {e) ++ + ° ce) (0) (e} 
190 189 0,75 ie) 0 + ie} ce) i) ie} 
268 267 1 0 +++ +++ 1°) 10) re) 10) 
302 301 0,75 lésion 1,5 cm/ ates | tete | tet ie) + ° 
0,5 cm,ulcérée 
307 306 0,75 lésion de la sett | tttt | tte + + + 
taille d'une (3bac.) |(3 bac. 
noisette 
354 353 1 petite cicatri- tte | rte tte [e) ° {0} 
ce d'ulcération 
354 353 OFT lésion de la tte | tte +++ + {e} + 
taille d'un pois 
ulcérée 
166 témoin - lésion 1,5/0,5 teet | teee | tte ++ + 0 
cm. 
252 témoin - lésion 2/1 cm., | ++++ | tet+ | +++ tet a+ te) 
ulcérée 
232 témoin - lésion 2,5/1 cme] ++++ | +++ | #4 +++ ++ ° 
ulcérée 


Il ressort, dés 4 présent, de nos observations que la dose d’INH admi- 
nistrée parait avoir une certaine importance en ce qui concerne 
l’évolution de la maladie. Les lésions locales, décelables cliniquement, 
ont été notées d’abord chez les rats traités & raison de 0,75 mg par 
jour. In outre, les autopsies et les examens histopathologiques démon- 
trent que les altérations sont moins nombreuses et moins marquées 
chez les animaux traités 4 1 mg dans les lots II et III. 

La quantité de bacilles inoculés semble. également pouvoir jouer un 
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Tasieau If. — Lot III (Inoculation faible). 


Durée de Durée du Dose Lésion clinique 


L'infection | traitement /quotidienne au point Estecise niches *d.e)) bralens il lwers 
(en jours) | (en jours) a" INH CUNCCtlat Portas | mile Natl mmnniis Wimearan at tentang ae ree nee 
(en mgr.) Pt.I |G.1.D./G.A.D.]G.A.G.]G.1.G.] foie | rate 
166 165 1 ie} + + ° 0 ie) Oo 10) 
190 189 0,75 + + ) 0 ) Co) 0 
231 230 0,75 ie) 
pens os ee ey oa a 
354 353 1 petit nodule de ++ ++ (o) (0) {o) fo) 
la taille d'un 
pois 
354 353 1 petite cicatri- | ++++ | ++++ + ° Oo + re) 
ce d'ulcération 
354 353 0,75 ulcération tcm/ ++ ++ ++ + ° ++ + 
0,3 cm. 
354 353 0,75 nodule de la HHte | tte ++ (0) c°) ttt + 
taille d'une 
lentiNe 
166 témoin - nodule de la +++ +++ +++ ++ ++ to} {0} 
taille d'un pois 
335 témoin - partielt dévoré - - +4++ +++ ++ to) te) 
354 témoin - cicatrice d'ul- +++ ++ ttt++ ++ +tt+ +++ + 
° cération 1,5 cm. 


role dans 1’évolution de l’infection. Les lésions locales sont apparues 
plus rapidement dans le lot II que dans le lot III, ce dernier ayant 
recu dix fois moins de bacilles. Toutefois, cette remarque n’est pas 
valable pour les rats du lot I. Ceux-ci, inoculés avec une suspension 
beaucoup plus riche que ceux des lots II et HI, mais traités dix-sept 
jours aprés inoculation au lieu du lendemain, ont présenté, malgré 
ces deux conditions paraissant défavorables, des altérations plus tardives 
et moins prononcées. Les lésions locales observées étaient minimes. 
Jusqu’ici, il n’a pas été trouvé de bacilles dans le foie et la rate au 
cours des autopsies d’animaux de ce groupe, alors qu’on en-a noté 
chez certains rats des autres séries. Cependant, les témoins de ce lot 
ont développé la maladie plus rapidement que les témoins des lots II 
et III. Il est & remarquer que dans l’expérience de Cruickshank, la 
mortalité s’est montrée plus élevée chez les animaux traités dés 
lVinoculation que chez ceux qui l’ont été pendant une durée identique, 
mais aprés quatre semaines. Un c_rtain délai entre l’inoculation et le 
début du traitement pourrait donc avoir un effet favorable. Pour 
élucider cette question, nous étudions actuellement l’action du traite- 
ment par l’INH, entrepris vingt-quatre heures, quinze jours et un mois 
apres l’inoculation. 

Nous ne potvons donc confirmer les conclusions présentées par 
Barnett et Bushby et par Levaditi et ses collaborateurs, qui affirment 
que 1’INH supprime radicalement la maladie chez les animaux inoculés 
par le bacille de Stefansky. 

Toutefois, notre expérimentation n’a pas été effectuée d’une maniére 
identique a celle des auteurs dont nous avons rapporté les travaux. 
Levaditi et ses collaborateurs ont inoculé le bacille de Stefansky par 
yoie intramusculaire et ont administré le médicament par voie sous- 
cutanée, voie qui leur a permis de donner 25 mg par kilogramme, 
alors que, per os, nous n’avons pu dépasser 10 mg. D’autre part, 
Cruickshank a donné quotidiennement 20 mg par kilogramme 4a des 
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rats, Barnett et Bushby ont traité des souris 4 la dose de 2 mg par 
jour et Grunberg et Titsworth ont administré jusqu’a 500 mg par kilo- 
gramme par jour A des souris. Mais, dans ces trois expériences, le 
médicament a été incorporé 4 la nourriture et il est difficile, dans ces 
conditions, d’évaluer exactement la dose ingérée par chaque animal. 
Nous cherchons actuellement a savoir si les résultats favorables observés 
par ces auteurs sont dus a l’administration de fortes doses d’INH ou 
X une durée d’expérimentation trop bréve. 

D’autre part, l’apparition progressive de lésions, malgré la poursuite 
du traitement, aprés un temps de latence de plusieurs mois fait poser 
le probléme de la résistance acquise A 1’INH par le bacille de Stefansky. 
Aussi avons-nous inoculé des rats avec des bacilles provenant d’une 
lésion développée malgré le traitement 4 INH. Nous nous proposons 
d’étudier le comportement de ces germes dans l’organisme de rats 
traités et non traités. 


ConcLusions. — L’hydrazide de l’acide isonicotinique (INH), admi- 
nistré per os aux doses de 0,75 et 1 mg pendant plus de dix mois, 
ne supprime pas la maladie provoquée chez le rat par l’inoculation 
sous-cutanée de bacilles de Stefansky. Toutefois, l’apparition des lésions 
locales, la propagation par voie lymphatique et les atteintes viscérales, 
lorsqu’elles existent, se révélent toujours beaucoup plus tardives et les 
altérations pathologiques sont moins étendues et moins intenses que 
chez les témoins. D’autre part, le traitement par lINH parait plus 
efficace lorsqu’il n’est institué que dix-sept jours aprés l’inoculation. 
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ETUDES SUR LA CROISSANCE DU BACILLE BCG 
EN PRESENCE DE PHOSPHORE RADIOACTIF 


par M. TUBIANA, L. COSTIL et M=e V. DROUHET (*.) 


(Laboratoire de Bactériologie 
de la Clinique médicale infantile [professeur R. Drsré] 
et du Centre international de l’Enfance.) 


Les recherches sur l’action du 32P sur la croissance et le métabolisme 
du bacille BCG ont été entreprises comme travail préliminaire A une 


(*) Travail subventionné par Institut National d’Hygiéne (Prof. 
L. Bugnard). Nous tenons & exprimer notre reconnaissance au professeur 
Bugnard pour les critiques et les suggestions qu’il a bien voulu nous faire. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 403 


étude ayant pour but de suivre la destinée du BCG marqué chez 
Vanimal et l’homme. Strom et Rudback (1949) ont étudié pour la 
premiére fois la distribution chez le cobaye de bacilles tuberculeux ct 
de quelques souches de BCG marquées par du °2P, mais ils ne mention- 
nent pas de données sur la croissance du BCG marqué. 

Pour pouvoir suivre valablement des bacilles radioactifs dans un 
organisme il faut que : 

a) La radioactivité des bacilles soit suffisante pour qu’on puisse !a 
déceler méme si le nombre de bacilles est trés faible. Or, de trop fortes 
concentrations radioactives peuvent tuer le bacille ou modifier son 
comportement. II] est donc nécessaire de rechercher la concentration 
optimum utilisable. 

b) L’isotope radioactif et le bacille restent liés pour ne pas s’exposer 
a erreur de croire que l’on suit le bacille en suivant un alome de P 
excrété par celui-ci et repris par le cycle métabolique du phosphore de 
Vorganisme infesté. I] est donc nécessaire d’étudier le métabolisme du 
phosphore par le bacille et le cas échéant de recourir 4 un double 
marquage en faisant passer le BCG sur des milieux marqués simulta- 
nément avec par exemple du phosphore ou du radiocarbone. 

1° Action du °2P ad des concentrations variables sur la croissance 
du BCG. — La souche utilisée est une souche de BCG provenant de 
l'Institut Pasteur (1) et adaptée au milieu de Dubos au tween 80 (Dubos, 
1950). Les recherches sur la croissance du BCG ont été faites soit dans 
des tubes de 220 x 22 mm contenant 10 cm® de milieu, soit dans des 
ballons contenant 50 cm® de milieu. L’inoculum a été de 0,5 cm* d’une 
méme culture de huit 4 dix jours de BCG sur le milieu de Dubos au 
tween. Le 27P a été ajouté sous forme de phosphate disodique. La crois- 
sance a été appréciée par turbidimétrie au photométre de Bonét-Maury. 
Avant la lecture les tubes ont été agités pour assurer l’homogénéisa- 
tion des fins grumeaux qui se forment. 

Six séries d’expériences ont été effectuées : chaque série comportait 
l’étude des vitesses de croissance avec les concentrations suivantes 
0,5 mc, 1 mc, 2 mc, 5 mc et 10 mc par 10 cm® de milieu. L’allure 
des courbes est comparable d’une série 4 l’autre mais elles ne peuvent 
pas étre quantitativement superposées car la vitesse de croissance, dans 
les milieux radioactifs comme dans les milieux témoins, semble 
dépendre étroitement de l’4ge et de la richesse de ]’inoculum. 

Dans tous les cas nous avons observé que le bacille se développe de 
facon comparable aux tubes témoins, en présence de 0,5 mc de °7P. Sa 
vitesse de croissance est sensiblement ralentie dans des concentrations 
de 1 et 2 mc (fig. 1). Les concentrations 5 et 10 mc pour 10 cm* de 
milieu inhibent totalement la croissance. Une reprise de croissance a 
été toutefois remarquée aprés quinze jours de culture, dans les milieux 
contenant 5 mc de 32P. Le développement tardif est di probablement 
a l’existence de bacilles non tués par Je *2P qui ont pu se développer 
aprés le fléchissement de la radioactivité. 

Ces résultats sont & rapprocher de ceux obtenus sur d’autres germes 
par divers auteurs : Deysine et Bonét-Maury (1951), Rubin (1950), 


(1) Nous remercions vivement M. Boisvert et Mle Sénéchal, de I’Institut 
Pasteur, qui ont fourni des souches BCG. 
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ou sur milieu radioactif. 1, BCG radioactif sur milieu Dubos normal; 2, BCG 
sur milieu Dubos normal; 3, BCG sur milieu Dubos contenant 4 mc 32P/10 cm; 
4, BCG sur milieu Dubos contenant 2 mc 32P/10 cm3. 
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Clark et Goring (1951), Schmidt (1948), qui signalent également 1’effet 
nocif de certaines concentrations de *?P., 

2° Fivation du **P sur le BCG. — Pour 1’étude de la fixation du 32P 
sur les bacilles, nous avons employé, soit des tubes de 220 x 22 mm 
a 10 cm’ de milieu de Dubos au tween 80, soit des ballons A 50 cm? 
de milieu qui permettent des prélévements répétés tous les trois ou 
cing jours dans la méme culture. Les prélévements d’un volume de 
10 cm® sont centrifugés 4 3 500 t/mn pendant une demi-heure, puis 
lavés au NaCl 9 p. 1000 trois A cing fois de suite. Le dernier lavage est 
effectué avec de l’eau distillée et le poids sec mesuré aprés séchage 
a l’étuve 4 100°. La mesure de la radioactivité au compteur de Geiger 
est faite sur le méme poids sec, aprés dissolution dans la soude 
(NaOH 2N) et séchage d’une partie aliquote sur cupule d’aluminium. 

Le tableau I résume les résultats d’une expérience faite en tubes et 
le tableau II les résultats d’une expérience faite en ballons. 


TabLeau 1. — Expérience en tubes. 


BCG NEPHELOMETRIE POIDS SEC RADIOACTIVITE BCG 
sur 0,5 mc par 10 cm? dilution 1/5 en ¢ 


0,0005 
00005 
00010 
0, 0020 
00040 


c/mn 
c/mn 
c/mn 
c/mn 
c/mn 


On voit que les radioactivités par milligramme de bacille sont 
maxima pour une concentration de 1 mc/10 cm* de milieu. Il semble 
que des concentrations supérieures ralentissant la croissance des 
bacilles diminuent la fixation du phosphore. Il est remarquable de 
constater qu’avec des concentrations inférieures la quantité de radio- 
phosphore fixée est proportionnellement plus faible. Ce résultat qui 
est A rapprocher de ceux obtenus par d’autres auteurs avec le coli- 
bacille, correspond peut-étre 4 une modification de la vitesse de renou- 
vellement (turnover) du phosphore. Par ailleurs, les concentrations du 
phosphore dans le BCG sont, on le voit, toujours trés supérieures a 
celles du phosphore dans le milieu de culture (plusieurs dizaines de 
fois plus grandes dans le cas de 1 mc/10 cm$) ; c’est ce qui rend trés 
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TaBLEAu Il. — Expérience en ballons. 


BCG NEPHELOMETRIE POIDS SEC RADIOACTIVITE BCG 
sur 1 me par 10 cm dilution 1/3 en ¢ par mg 
Pom VOU es ty es ee ' 8,2 
Se Jounal. a 1 Ste. 40e > 0,0004 990 000 c/mn 
SaOUIE: Geeieeets ee 41,0 00005 1 248 000 c/mn 
Oe Heey eee 48,5 0,0020 712 000 c/mn 
BCG 


Nese) OUR ers, aeainerceee 8,2 

BOWS c. ee de Gheag nae 9.7 595 000 c/mn 
Sen OUR i.) See. ee 10,2 0,00015 | 720 000 c/mn 
Aes OUI es au oleae oars 13,0 0,00050 686 000 c/mn 
44e jour. . 17,0 000275 824 000 c/mn 


difficile le calcul de la dose de radiation recue par le bacille du fait 
des radiations beta émises par le radiophosphore du milieu et celle 
contenue dans le bacille. 

38° BCG normal tué sur milieu radioactif. — I] nous a paru intéres- 
sant de savoir si le BCG tué et mis dans un milieu radioactif fixe ou 
non le *P. Les bacilles de BCG, suspendus dans du sérum physiolo- 
gique, ont été tués par la chaleur par un séjour d’une heure & 1’étuve 
4 100°. Le milieu radioactif contenait 1 mc de *?P pour 10 cm’. Aprés 
cing, dix et quinze jours de contact les bacilles sont lavés par centri- 
fugations successives. Les radioactivités exprimées par milligramme de 
poids sec de bacilles sont résumées dans le tableau III. 


Tasieau Ill. — BGG tué sur milieu 1 mc/410 cm:. 
a 
Mm od a g a | = RS = 
ns gems an < < = 
Bae Oe aay a 2 a 
a a See saat nN of 
a 
5° jour. 0,02 92 c/mn |35 000 000} 3 792 000) 48 900 6 210 
10° jour . 0,04 42 c/mn }18 050 000] 44 595 000 78 320 840 
46* jour . 0,07 74 c/mn {49 000 000)45 790 000} 52 000 T 980 


La radioactivité des bacilles aprés lavages est insignifiante, il nya 
donc pas d’absorption ni d’adsorption. 

4° BCG radioactif tué sur milieu de Dubos non radioactif. — Les 
bacilles BCG sont lavés stérilement cing fois par centrifugation, tués 
et mis en milieu normal. La mesure de la radioactivité de ces bacilles 
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est faite au moment de l’ensemencement et aprés des temps variables 
pour voir s’ils cédent ou non le 32P au milieu. 

Le tableau IV résume les résultats. Les mémes expériences ont été 
répélées avec des bacilles lavés par dialyse en sac de collodion pendant 
deux jours 4 l’eau distillée et dans ce cas également une proportion 
importante de la radioactivité initiale passe dans le milieu. 


TaBLEAu LV. 


BCG radioactif tué sur milieu Dubos (le 18 Avril) 79 500 c/mn/mg 
radioactivité & la mise en contact. Le 23 Avril aprés cing jours de contact. 


eee RADIOACTIVINE 4°™ LAVAGE 2° LAVAGE 
e = 


nee hades . . -| 6 600 c/mn/mg | 43 500 c/mn/cm? 246 c/mn 


5° BCG radioactif vivant sur milieu de Dubos normal. — Les bacilles 
marqués se développent 4 la méme allure que les bacilles non marqués. 
Les mesures de radioactivité du poids sec et du milieu de culture ou 
du liquide surnageant aprés centrifugation donnent les résultats 
suivants (tableau V) : 


Tasieau V. 
BCG radioactif lavé 5 fois, ensemencé sur milieu Dubos le 148 avril, 
lavage effectué le 23 Avril (cing jours en étuve). Radioactivité de l'inoculum 
79 500 c/mn/mg. 


<2] 
= 3 3 I 2 c 
iS g S 2 = = 
= =< 
a 
POIDS SEC 3) is 2 2 z 5 
en mg = 4 a pe 4 4 
Lal 
a le a a) & Pray 
tc 


Aas 76 912 c/mn | 394 c/mn} 26 c/mn |140 c/mn | 360 c/mn| 336 c/mn 


Il semble donc que les bacilles vivants ne perdent pas de phosphore 
radioactif. C’est d’ailleurs ce que Labaw et al. (1950) avaient déja 
montré sur le colibacille. 

6° Recherches sur les caractéres des colonies de BCG marqué et ses 
caractéres morphologiques et tinctoriaux. — Sur des cultures du méme 
dige et provenant du méme inoculum, des frottis ont été effectués 
tous les deux jours. Les colorations de Benda et Urquia ne montrent 
pas de différence entre le BCG normal et le BCG marqué. Les repi- 
quages dans le milieu de Lowenstein ne montrent pas de différence 
en ce qui concerne l’aspect macroscopique des colonies. 

7° Radioautographies. — Des radioautographies de BCG marqué ont 
été effectuées et la radioactivité est suffisante pour impressionner les 
plaques « autoradiography » Kodak aprés quelques jours d’exposition. 
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Conciustons. — Les concentrations de phosphore radioactif supé- 
rieures A 0,1 mc par centimétre cube ralentissent la vitesse de crois- 
sance du BCG. La concentration du radiophosphore est dans le BCG 
trés notablement supérieure A celle du milieu de culture et lorsque 
les bacilles marqués sont repiqués en milieu non radioactif, seule une 
trés faible proportion du radiophosphore fixé passe dans le milieu. 

Les bacilles radioactifs tués perdent au contraire une proportion 
importante de leur radioactivité (1). 
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PROPRIETES INHIBITRICES DE DIFFERENTS SUCRES 
SUR LA CROISSANCE DE CERTAINS MICROORGANISMES 
par Mrcuet FAGUET. 


(Institut Pasteur.) 


Les sticres exercent sur la multiplication microbienne des actions 
variables suivant leur nature et suivant les concentrations auxquelles 
ils sont ajoutés aux milieux de culture. Récemment, les travaux de 
Roederer [4] ont montré l’action inhibitrice et bactéricide de divers 
sucres envers les agents classiques des infections des plaies. 

Nous avons étudié au moyen du microbiophotométre enregistretir 
MECI [2], la multiplication de différents microbes en présence de quan- 
tités variables de sucres divers. 

Les germes utilisés furent: E. coli (Monod), B. Proteus X19 et 
staphylocoque blanc (Twort). Trois groupes de sucres furent employés : 
des oses, parmi lesquels deux pentoses, l’arabinose et le xylose, quatre 
hexoses, le glucose, le galactose, le Iévulose, le mannose ; enfin trois 
diholosides, dont l’un le saccharose, non réducteur, et les deux autres, 
lactose et maltose, réducteurs. 

Technique. — Nous avons enregistré les courbes de croissance de 
cultures microbiennes contenant les, sucres, A doses variables. Nous 
avons utilisé le microbiophotométre enregistreur MECI qui permet 


(1) Au moment ott cette communication était préte, nous prenions connais- 
sance de l'article de J. Sternberg et M. O. Podoski, ces Annales, 1953, 
84, 853, et recevions communication orale des travaux de M. Bonét-Maury 
(a paraitre dans C. R. Soe. Biol.). Nous avons constaté avec plaisir que 
leurs conclusions se rapprochent en plusieurs points des ndtres. 
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lenregistrement automatique des courbes de croissance de 6 cultures 
simultanées. 

Chacune des 6 cuves de l'appareil contenait 20 cm? d’eau peptonée 
a 3 p. 100 (peptone Uclaf), constamment agitée par un mouvement de 
va et vient. Les sucres étaient ajoutés stérilement aux milieux de 
culture. 

La température était automatiquement maintenue constante A 36° G, 
pendant toute la durée des expériences ; le pH était ajusté A 7,4. Dans 
tous les cas, l’ensemencement a été fait en partant d’une culture de 
cing heures du germe considéré, la concentration initiale en germes 
étant voisine de 10® par centimétre cube de milieu. 

Résultat des expériences. — Une premiére série d’expériences nous 


Te 


O 2 S 4 5 6 iG 8 
HEURES 
Fic. 1. — Action des sucres : saccharose, lactose, maltose, glucose, lévulose 


mannose, arabinose, xylose, sur la multiplication de “. coli (souche Monod). 
Nous avons essayé de synthétiser en un seul graphique les résultats obtenus 
en deux séries d’enregistrement obtenues dans les mémes conditions expéri- 
mentales. Courbe 1 : courbe témoin de £. coli en eau peptonée 3 p. 100, glu- 
cosée 4 0,3 p. 100. Dans toutes les autres cultures, le milieu était constitué 
par 20 cm d’eau peptonée a 3 p. 100 et la concentration en sucres divers était 
de 20 p. 100. 2, maltose; 3, lactose; 4, saccharose; 5, galactose; 6 et 7, lévu- 
lose et mannose. En ordonnées : transmission optique des cultures; en 
abscisses : heures. 


a permis de classer l’activité bactériostatique des sucres a l’égard des 
microbes utilisés (Z. coli, B. Proteus, staphylocoque blanc). 

Les courbes de la figure 1 donnent le résumé de nos résultats 
pour £. coli (souche Monod). 

Les courbes montrent nettement qu’d la concentration de 20 p. 100, 
les sucres étudiés ont une action inhibitrice maximum pour les pen- 
toses, moins forte pour les hexoses et moindre encore pour les diho- 
losides. A l’intérieur méme de ces groupes on peut distinguer de 
légéres variations qui feront l’objet de travaux ultéricurs. 

Dans une seconde série d’expériences, nous avons étudié l’activité 
bactériostatique des mémes sucres sur des cultures de B. Proteus X 19. 
Les milieux utilisés et les conditions expérimentales furent les mémes 
que précédemment. 

L’examen des courbes de la figure 2 montre qu’d la concentration 
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de 20 p. 100, les sucres exercent sur la croissance de B. Proteus X 19 
une action inhibitrice importante ; on obtient le méme classement des 
sucres qu’avec E. coli ; action maximum pour les pentoses, et moindre 
pour les hexoses, puis pour les diholosides. Il en est de méme pour le 
staphylocoque, dont la croissance est totalement empéchée pour une 
concentration de 20 p. 100 d’arabinose ou de xylose. 


Résumé. — L’action inhibitrice de divers sucres (pentoses, hexoses, 
diholosides) sur E. coli, B, Proteus X19 et le staphylocoque blanc, 
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Fic. 2. — Action des sucres sur la croissance de B. Proteus X 19: saccharose, 


maltose, mannose, glucose, xylose, arabinose, sur la multiplication de B. 
Proteus X 19. 1, courbe de croissance témoin de B. Proteus X 19 en eau pep- 
tonée 3 p. 100, glucosée @ 0,3 p. 100. Dans les autres cultures, le milieu était 
conslitué par 20 cm? d’ean peptonée a 3 p. 4100; la concentration en sucres 
divers était de 20 p. 100. 1, témoin; 2, saccharose; 3, maltose; 4, glucose et 
mannose; 5, arabinose et xylose. En ordonnées : transmission optique des 
cultures; en abscisses : heures. 


a été étudiée au moyen du microbiophotométre enregistreur. L’examen 
des courbes de croissance montre que l’action maxima est obtenue avec 
les pentoses ; elle est inférieure avec les hexoses, et moindre encore 
avec les diholosides. 
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